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teissä käytetyt näytteenkäsittelytekniikat LLE, SFE, SPE, GPC ja QuEChERS sekä huna-
jan ja mehiläisvahan synty. Työssä tutustuttiin kaasu- ja nestekromatografiaan, induktiivi-
sesti kytketyn plasman analysointitekniikoihin sekä niiden avulla määritettyihin mittaustu-
loksiin tuholaistorjunta-aineille, raskasmetalleille, PCB:lle ja fenoleille mehiläisistä sekä 
hunajatuotteista.  
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1 Johdanto 
Opinnäytetyö toteutettiin osana Melliferopolisin projektia, jossa tutkitaan mehiläispesien 
käyttämistä ympäristöindikaattoreina. Työssä selvitettiin mitä ympäristömyrkkyjä itse 
mehiläisistä, niiden tuottamasta hunajasta ja mehiläiskennojen sisältämästä vahasta on 
tutkittu ja analysoitu. Lisäksi kartoitettiin millaisia näytteenkäsittelymenetelmiä ja ana-
lysointitekniikoita on käytetty. 
2 Hunajan ja mehiläisvahan synty 
 
Kukkien ollessa täynnä mettä, niiden terälehtien mesiviitat näkyvät selkeästi ja houkut-
televat mehiläisiä. Mehiläiset keräävät kukista mettä, ja kun mesi on imetty pois, sitä 
kuljetetaan kerralla noin 0,1 g pesään. Mesiviittojen puuttuessa mehiläinen ei vieraile 
kukassa ja meden kerännyt mehiläinen erittää kasviin feromonia viestittäen muille 
mehiläisille, että kukassa ei ole mettä. Medenkeruumehiläiset antavat meden pesä-
mehiläisten jatkokäsittelyyn. [18.] 
Mehiläispesässä mehiläinen muuttaa hunajan sokerit hedelmä- ja rypälesokeriksi rau-
hasissaan tuottamien entsyymien avulla. Mehiläispesän lämmössä mehiläiset haihdut-
tavat runsaasti vettä sisältävästä medestä ylimääräisen veden pois. Veden tehokkaaksi 
haihduttamiseksi mehiläiset levittävät tuoreen meden mahdollisimman moneen ken-
noon. Hunajakennon ne peittävät vahalla ilmatiiviiksi hunajan ollessa valmiina odotta-
maan käyttöä. [18.] 
Sadonkorjuuaikaan loppukesällä mehiläishoitaja irrottaa hunajakennot mehiläispesästä 
ja poistaa vahakannet kuorimahaarukkaa käyttäen. Hunaja poistetaan hunajakennoista 
keskipakoisvoiman avulla linkoamalla ja siivilöidään, minkä jälkeen se on valmista nau-
tittavaksi. Kiteytymisen estämiseksi hunajaa sekoitetaan siivilöintivaiheessa. [18.] 
Mehiläisvahat ovat pitkäketjuisten karboksyylihappojen ja pitkäketjuisten alkoholien 
muodostamia estereitä, ja hydrolyysissa mehiläisvahasta muodostuu C 26:n ja C 28:n 
mittaisia suoraketjuisia karboksyylihappoja sekä C 30:n ja C 32:n mittaisia suoraketjui-
sia alkoholeja (kuva 1). [20.] 
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Kuva 1. Mehiläsvahan rakennekaava 
Mehiläisvahaa esiintyy keltaisena Cera flavana ja valkoisena Cera albana. Keltaista 
mehiläisvahaa tuotetaan sulattamalla mehiläiskennoja kuumalla vedellä ja poistamalla 
sulaneesta vahasta vieraat materiaalit. Keltaista mehiläisvahaa valkaistaan kaliumper-
manganaatilla, auringon avulla tai aktiivihiilellä valkoisen mehiläisvahan valmistamisek-
si. [20.] 
Molempien mehiläisvahojen samankaltaiset fysikaaliset ominaisuudet on esitelty taulu-
kossa 1. Hienojakoiset mattapintaiset mehiläisvahapalat ovat kiteitä muodostamattomia 
ja lämmitettäessä helposti muokattavia. Vahat ovat veteen liukenemattomia, mutta liu-
kenevat hyvin 90-%:seen kuumaan etanoliin ja liukenevat täysin rasvoihin sekä haihtu-
viin öljyihin. Molempien mehiläisvahojen tiheys on noin            . Mehiläisvahat 
ovat maistettaessa mauttomia ja hampaisiin tarttumattomia, sekä molemmilla on sama 
ominaistuoksu. Ne ovat pilaantumattomia ja säilyvät hyvin. Vahojen sulamispiste on 61 
- 66 °C, happoluku 17 - 24, esteriluku 70 - 80 ja saippuoitumisluku 87 - 104. [20.] 
Taulukko 1. Valkoisen ja keltaisen mehiläisvahan ominaisuudet [20] 
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Valkoista ja keltaista mehiläisvahaa E 901 käytetään tuoreiden sitrushedelmien, pääry-
nöiden, omenoiden, ananaksien, melonien ja persikoiden pintakäsittelyyn sekä makeis-
ten, pähkinöiden, suklaamakeisten, maustettujen suolapalojen, kahvinpapujen ja tablet-
timuotoisten ravintolisien kiillottamisessa. [28, s. 64.] 
3 Tuholaistorjunta-aineiden tutkiminen 
Tarhamehiläinen (Apis mellifera) on tärkeä hyönteinen maailmanlaajuisesti. Sen pöly-
tysaktiivisuus on elintärkeä korkealaatuisten kaupallisten siemenien ja hedelmien tuo-
tannossa. Kuitenkin tuholaistorjunta-aineiden laaja käyttö maanviljelytoiminnassa on 
johtanut yhä useammin mehiläisten myrkyttymiseen. Myrkylliset yhdisteet säilyvät ja 
bioakkumuloituvat mehiläisten kehoissa, ja siksi ne ovat hyviä bioindikaattoreita tuho-
laistorjunta-aineille mehiläispesiä ympäröivällä alueella. [9, s. 1.] 
 
Viime vuosina massiiviset mehiläisten kuolemat ovat olleet kasvava huolenaihe monis-
sa Euroopan maissa. Tuholaistorjunta-aineilla ja maanviljelyn hallinnalla voi olla tärkeä 
rooli näissä kuolemissa, mutta myös muut tekijät saattavat liittyä niihin, kuten sairaudet 
sekä maailmanlaajuinen ilmastonmuutos. [9, s. 1.] 
3.1 Yleisimmät yhdisteet ja niiden vaikutukset 
Tuholaistorjunta-aineilla on hyödyllinen rooli maataloudessa, koska ne auttavat torju-
maan erilaisia satoa tuhoavia tuholaisia. Pieniä määriä torjunta-ainejäämiä jää kuiten-
kin ruokakasveihin muodostaen mahdollisen riskin ihmisen terveydelle myrkyllisyytensä 
vuoksi. Laajimmin käytettyjä tuholaistorjunta-aineita ovat organofosfaatit ja karbamaa-
tit, jotka ovat lähes kokonaan korvanneet aikaisemmin yleiset organokloorit. Näiden 
tuholaistorjunta-aineryhmien laaja käyttö aiheuttaa sen, että mehiläiset, jotka ruokaile-
vat saastuneilla kukilla, siirtävät tuholaistorjunta-aineiden jäämiä hunajaan ja lopulta 
kuluttajalle. [5, s. 1.] 
 
Organofosfaatteja (OPP) sisältävien tuholaistorjunta-aineiden jäämät ovat mahdollinen 
riski ihmisten terveydelle. Mehiläiset altistetaan vakavalle ja jatkuvalle vaaralle tuholais-
torjunta-ainemyrkytyksissä; viljelykasvien pölytyksen aikana ne ovat yhteydessä näihin 
yhdisteisiin, jotka säilyvät ja bioakkumuloituvat niiden kehossa. Tämän vuoksi mehiläi-
sistä löytyneet tuholaistorjunta-aineiden jäämät heijastavat pelloilla mehiläispesien ym-
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pärillä käytettyjen aineiden tyyppiä. Lisäksi joitakin organofosforeita kuten cou-
maphosia ja malthionia käytetään Varroa jacobsoni-loispunkkia vastaan. [1, s. 1.] 
Organokloorien käyttöä tuholaistorjunta-aineissa on rajoitettu tai se on kokonaan kiel-
letty maataloudessa vuodesta 1978 Pohjois-Amerikassa ja Euroopassa, johtuen sen 
pysyvyydestä ja kertymisestä ympäristöön. Kuitenkin näitä tuholaistorjunta-aineita on 
edelleen havaittu maaperässä, josta ne jatkavat kiertoa ympäristöön, ilmakehään, ve-
teen, kasveihin ja eläimiin. [5, s. 1.] 
 
Tuholaistorjunta-ainejäämien löytyminen hunajasta on aiheuttanut tarpeen perustaa 
seurantaohjelmia, joilla selvitetään ihmisen altistumista tuholaistorjunta-aineille, mikä 
mahdollistaa poliittisten päätösten tekemisen terveysriskeistä. Erilaiset kansalliset 
säännökset ovat luoneet sallitut enimmäispitoisuudet tuholaistorjunta-ainejäämille. 
Esimerkiksi Saksassa, Italiassa ja Sveitsissä on asetettu sallitut enimmäispitoisuudet 
amitratsille, bromopropylaatille, coumaphosille, cyamizolelle, flumetrinelle ja fluvalinaa-
tille. Ne vaihtelivat 0,01 mg/kg - 0,1 mg/kg välillä Saksassa, 5 mg/kg - 500 mg/kg välillä 
Sveitsissä, ja ovat 10 mg/kg Italiassa. Tähän asti tuholaistorjunta-ainejäämien enim-
mäismääriä hunajassa ei ole sisällytetty kansainväliseen elintarvikealan standardeista, 
ohjeista ja suosituksista koostuvaan Codex Alimentariuksen kokoelmaan. Euroopan 
unionin lainsäädäntö on säännellyt kolmelle punkkimyrkylle amitratsille, coumaphosille 
ja cyamizolelle sallitut enimmäispitoisuudet, jotka ovat 0,2 mg/kg, 0,1 mg/kg ja 1 mg/kg. 
Yhdysvaltojen ympäristön suojeluvirasto on laatinut sallituiksi enimmäispitoisuuksiksi 
amitratsille 1 mg/kg, coumaphosille 0,1 mg/kg, ja fluvalinaatille 0,05 mg/kg. [5, s. 1 - 2.] 
 
Neonikotinoidit (kuva 2), jotka tunnetaan myös nimellä kloorinikotinyylit, ovat kemiallisil-
ta ja biologisilta ominaisuuksiltaan monipuolisia, minkä vuoksi niitä käytetään kaikkialla 
maailmassa kasvinsuojeluun ja eläinlääketieteeseen. Nämä kemikaalit toimivat resep-
torin aktivoivana aineena hyönteisen nikotiiniasetyylikoliinireseptorissa johtaen hyöntei-
sen halvaantumiseen ja kuolemaan. Neonikotinoidien alhainen myrkyllisyys selkäran-
kaisille on syynä siihen, että ne muodostavat noin 15 - 20 % maailman hyönteismyrk-
kymarkkinoista, imidaklopridin (IMI) ollessa myydyin hyönteismyrkky maailmanlaajui-
sesti. Siitä huolimatta, viime aikoina saadut toksikologiset tutkimustulokset ovat osoit-
taneet, että tiametoksamilla TMX:llä ja IMI:llä saattaa olla kielteisiä vaikutuksia ihmisten 
terveyteen. Useiden neonikotinoidia sisältävien hyönteismyrkkyjen käyttöä on rajoitettu 
joissakin maissa, syynä tähän on mahdollinen yhteys niiden ja mehiläisyhdyskuntien 
romahtamisen välillä. [13, s. 1.] 
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Kuva 2. Tutkittujen neonikotinoidien kemiallinen rakenne [15] 
 
Organofosfori hyönteismyrkky ja punkkien torjunta-aine Oleodiazinon on sekoitus para-
fiiniöljyä ja diatsinonia. Sitä on käytetty ympäri maailman monenlaisten hyönteisten ja 
punkkien torjuntaan viljelykasveissa, ja se on myrkyllinen mehiläisille. Calypso on 
hyönteismyrkky, jossa aktiivisena ainesosana käytetään tiaklopridia, ja joka on kemial-
liselta rakenteeltaan lähellä imidaklopridia, jolla on vaikutusta työntekijämehiläisten 
”hypopharingeal”-rauhasiin. Difenoconazolea on käytetty tuholaiseläimiä vastaan ome-
na- ja päärynäpuissa. [14, s. 1.] 
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3.2 Myrkyllisyys 
B. V. Helson (1993) on tutkinut kuuden hyönteismyrkyn fenitritionin [0,0-dimetyyli 0-(3-
metyyli-4-nitrofenyyli) fosforotioaatti], trikloorifonin, aminocarbin [4-(dimetyyliamino)-3-
metyylifenyyli metyylikarbamaatti], karbaryylin [Naftalen-1-yyli-N-metyylikarbamaatti], 
mexacarbaten ja synteettisen pyretroidi-permetriinin vaikutuksia neljälle mehiläislajille 
Apidae melliferalle, Bombus terricola Kbylle (kimalaisten, Apidae), Megachilidae rotun-
datalle ja Andrena erythronii Robtlle (Andrenidae). [16, s. 2.] 
 
Mehiläiset asetettiin erikseen 30 ml:n kuppeihin yksi päivä ennen käsittelyä. Jokaiseen 
kanteen oli lävistetty reikä ja peitetty pienellä palalla kahvinsuodatinpaperia nitoen si-
säpinnalta. Pipettiä käytettiin yhden 20 % sukroosi-liuostipan lisäämiseen päivittäin 
suodatinpaperiin, siten tarjottiin mehiläisille ravintoa ilman tarvetta kuppien purkami-
seen. Kupit asetettiin käännettyinä kuitualustoille ja pidettiin 16 °C:ssa. Tässä tutki-
muksessa valinta 16 °C:seen tehtiin edustamaan tyypillistä ilman lämpötilaa itäisen 
kuusen alueen budwormin (Choristoneura fumiferana Clem.) ruiskutushoitojen aikana. 
[16, s. 2.] 
 
Kaikki mehiläiset punnittiin erikseen hoitopäivänä ja tilapäisesti nukutettiin kaasumai-
sella    :lla. Hyönteismyrkkyä käytettiin sitten 2 µl:n tippana asetonissa mesoscutumin 
selän pinnalle käyttäen mikroannostelijaa. Poikkeuksena M. rotundatat, joille kaikkia 
hyönteismyrkkyjä käytettiin 1 µl mehiläisten pienemmän koon takia, B. terricolalle käy-
tettiin karbaryylia ja trichlorfonia 5 µl näiden kahden hyönteismyrkyn korkeiden pitoi-
suuksien saostumisen välttämiseksi. Kontrolliryhmät altistettiin yhtä suurille määrille 
asetoniliuotinta. Pitoisuudenmittaustesteillä määritettiin kunkin hyönteismyrkyn pitoi-
suusalueet, jotka aiheuttivat 10 - 90 %:n kuolleisuuden. Kuolleisuuslaskennat tehtiin 
kerran päivässä 48 tunnin sisällä. Tyypillisesti 15 yksilöä käytettiin kuhunkin pitoisuus-
tasoon sisältäen testikontrollit. Vain testejä, joissa kuolleisuus oli alle 20 % kontrolli-
ryhmässä, käytettiin lopulliseen analyysiin. Kuhunkin mehiläisen/hyönteisten torjunta-
yhdistelmään on yli 4 vuodessa käytetty 2 - 6 testiä vuosina 1983 - 1986, (taulukko 2). 
Jokaisessa yhdistelmässä, vähintään kuutta pitoisuutta käytettiin vähintään neljän an-
taessa 10 - 90 %:n kuolleisuuden. Erilaisten hyönteismyrkkyjen myrkyllisyydet neljän 
lajin mehiläisille on esitetty taulukossa 2. [16, s. 2 - 3.] 
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Taulukko 2. Kuuden hyönteismyrkyn myrkyllisyys neljälle mehiläislajille 48 tunnin jälkeen [16] 
 
 
Suhteellisien myrkyllisyyksien perusteella permetriini on kaikkein myrkyllisin aine kaikil-
le neljälle mehiläislajille. Hyönteismyrkyt laskivat myrkyllisyydessä esitetyssä järjestyk-
sessä permetriini, mexacarbate, aminocarbi, fenitrotioni, karbaryyli ja trichlorfon muu-
tamia poikkeuksia lukuun ottamatta. Mexacarbate ja aminocarbi olivat vähemmän myr-
kyllisiä kuin fenitrotioni M. rotundatalle ja B. terricolalle. Mexacarbate ja aminocarbi 
olivat samanlaisia myrkyllisyydessä M. rotundatalle. [16, s. 3.] 
 
Kuuden hyönteismyrkyn suhteelliset myrkyllisyydet poikkesivat eniten B. terricolalla, 
jolle permetriini oli yli 1000 kertaa voimakkaampaa kuin trichlorfoni. Kapein alue saatiin 
A. melliferalla, jolle permetriini oli yli 200 kertaa myrkyllisempää kuin trichlorfoni. [16, s. 
3.] 
 
A. mellifera oli kaikkein vastustuskyvyttömin laji kaikille hyönteismyrkyille, vaikka A. 
erythroniilla oli samanlainen alttius permetriinille. Fenitrotioni oli ainoa poikkeus yleisty-
neessä suhteellisen herkkyyden kuviossa A. melliferalle > A. erythroniille > M. rotunda-
talle > B. terricolalle, jossa A.erythronii ja M. rotundata vaihtoivat paikkoja. B. terricola 
oli paljon vähemmän altis kuin muut lajit, verrattuna erityisesti A. melliferaan ja A. eryth-
roniin. Suhteellisen alttiuden eroavaisuudet näissä kahdessa viimeksi mainitussa lajis-
sa eivät olleet suuria useimmille hyönteismyrkyille (1.0 - 2.2x). A. melliferan työntekijät 
olivat erittäin alttiita karbaryylille verrattuna kolmeen muuhun lajiin. [16, s. 4.] 
 
Fenitrotioni oli kaikkein tasaisin, sen toimiessa 3.2x erolla suhteellisessa alttiudessa 
lajien kesken samaan aikaan kun karbaryyli näytti suurimman vaihtelevuuden > 150x 
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erolla. Karbaryylillä tiedetään olevan laaja, mutta vaihteleva spektri hyönteisten toimin-
nassa. [16, s. 4.] 
 
Kuuden hyönteismyrkyn suhteelliset myrkyllisyydet kaikissa mehiläislajeissa eivät poi-
kenneet merkittävästi, kun verrattiin µgAI/mehiläinen- tai µgAl/g -yksikköjä, siitäkin huo-
limatta, että kokeessa käytettyjen mehiläisten painoissa lajin sisäisesti oli huomattavia 
eroja. [16, s. 4.] 
 
Permetriini on yhdenmukaisesti kaikkein myrkyllisin, kuten on tyypillistä pyretroideille. 
Kaksi organofosfaattia, fenitrotioni ja trichlorfoni, olivat erittäin erilaisia suhteelliselta 
myrkyllisyydeltään. Samoin, karbamaateille, karbaryylin myrkyllisyys oli paljon erilai-
sempi kuin aminocarbin ja mexacarbaten ja vaihteli lajien välillä paljon enemmän. Jopa 
aminocarb ja mexacarbate, jotka ovat rakenteellisesti hyvin samankaltaisia, osoittivat 
merkittäviä eroja myrkyllisyydessä A. melliferalle ja B. terricolalle. [16, s. 4.] 
 
Johansen (1972) [27] ehdotti, että mehiläisten alttius hyönteismyrkylle kasvaa kehon 
koon pienetessä. Aineistot eivät kuitenkaan tue oletusta liittyen ruumiin kokoon ja suh-
teelliseen alttiuteen. Löydettiin yhtenäisen suhteellisen alttiuden kuvio hyönteismyrkky-
jen sisältä verrattaessa µgAI/g-yksiköissä kehon painoja. Kuitenkin toiseksi suurin me-
hiläinen, A. mellifera, oli kaikkein herkin, pienin mehiläinen, M. rotundata oli kolman-
neksi tai toiseksi herkin, kun taas suurin, B. terricola, oli vähiten altis. M. rotundata-
naaraat ovat vähemmän alttiita kuin koiraat aminocarbille, fenitrotionille ja triklorfonille, 
joten sukupuoli ei selitä, miksi M. rotundata ei ole kaikkein herkin. Jopa verrattuna 
µgAl/mehiläinen-yksiköissä, vain fenitrotionin kanssa oli siellä selvä, negatiivinen suhde 
tai suuntaus suhteellisen alttiuden ja painon välillä kokoa mitattaessa. Ainakin paikallis-
ta altistusreittiä käytettiin tutkimuksissa, suhteellinen kehon koko ei ole hyvä suhteelli-
sen alttiuden ennustaja erilaisten lajien mehiläisille. [16, s. 4.] 
 
Karkea luokitusjärjestelmällinen suhde ei selitä näitä suuntauksia, koska kaksi Apidae- 
lajia on vastakkaisissa päissä herkkyysalueella. Selvästi kriittisiä arviointeja varten, 
jokaista tuotetta pitäisi testata kunkin lajin kohdalla standardisoiduissa olosuhteissa. 
Jokaisen mehiläisen/hyönteisten yhdistelmää pitäisi harkita yksilöllisesti kuten Torchio 
(1973) ehdotti. [16, s. 4.] 
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Yleinen suuntaus tiedoissa A. melliferasta on suhteellisen jyrkkä kulmakerroin LD-p-
viivassa, mikä saattaa johtua käytettyjen mehiläisten korkeasta geneettisestä tasakoos-
teisuudesta. Mehiläiset kerättiin vain kahdesta mehiläispesästä. Verratessa arvoja täs-
sä tutkimuksessa raportoituihin pölyyn perustuviin opintoihin johdetut     :t permeth-
rinille, mexakarmaatille, aminocarbille ja karbaryylille pölyyn perustuvien materiaalien 
kanssa ovat yleisesti 4 - 10 kertaa korkeampia kuin tutkimuksessa. Tämä ero on vä-
hentynyt vain 1 - 2 kertaa fenitrothionille. Nämä erot saattavat liittyä teknisesti käytetty-
jen materiaalien olotilaan. [16, s. 4 - 5.] 
 
Fenitrotioni on neste ja oletettavasti helposti adsorboituu pölyhiukkasiin ja myös hel-
posti vapautuu näistä mehiläisten kosketuksessa. Kuitenkin, kiintoaineet mexakarbaat-
ti, aminocarbi, karbaryyli tai puolikiinteä permetriini voivat vaikeammin adsorboitua pö-
lynä. Suuret erot trichlorfonilla ovat todennäköisesti seurausta vähentyneestä erottelu-
kyvystä niin alhaisilla myrkyllisyyksillä. Neljä myrkyllisyysraporttia M. rotundatasta ovat 
kiistanalaisia. Aminocarbin ja fenitrotionin on Thorpe testannut M. rotundatasta 30 
°C:ssa käyttäen asetonia ja oliiviöljyä hyönteismyrkyn kantajana. Hänen     -arvonsa 
0,228 µgAI/g ja 0,174 µgAI/g vastaavasti ovat urosmehiläisille paljon alhaisemmat kuin 
tutkimuksen 2,369 µgAI/g ja 1,378 µgAI/g. Lämpötilaerot ja oliiviöljyjen käyttö kahden 
tutkimuksen välillä eivät täysin selitä näitä eroja, vaikka molemmat hyönteismyrkyt oli-
vat huomattavasti myrkyllisempiä 29 °C:ssa kuin 16 °C:ssa tämän lajin mehiläisellä. 
Nämä tiedot osoittavat positiivista lämpötilakerrointa aminocarbin kanssa, kun taas 
Georghiou ja Atkins (1964) löysivät negatiivisen lämpötilakertoimen A. melliferalle kah-
den muun karbamaatin mexacarbaten ja karbaryylin kanssa. Mielenkiintoisesti myrkyl-
lisyyksien suhteet (    :t) aminocarbista fenitrotioniin ovat samankaltaisia kahdessa 
tutkimuksessa, 0,76 Thorpella verrattuna tähän 0,58:aan, mikä viittaa siihen, että sys-
temaattinen ero protokollassa on vastuussa näistä eroista myrkyllisyydessä. Johansen 
et al. (1963) ilmoitti     :n 30,50 µgAI/mehiläinen karbaryylin naaras M. rotundatalle, 
mutta hyönteismyrkyn asettamisessa näihin korkeisiin pitoisuuksiin oli teknisiä ongel-
mia. Torchio (1973) tarjoaa suhteellisen alhaiset     -arvot 1,37 µgAI/mehiläinen (naa-
raille) triklorfonille verrattuna muihin arvoihin. [16, s. 5.] 
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3.3 Näytteenkäsittely 
3.3.1 Neste-nesteuutto  
Neste-nesteuutossa (liquid-liquid extraction, LLE) liuoksessa oleva näyte ja siihen se-
koittumaton toinen neste laitetaan kosketuksiin toistensa kanssa. Nesteitä ravistellaan 
uuttosuppilossa kiinnostavien analyyttien siirtämiseksi alkuperäisestä liuottimesta toi-
seen liuottimeen (kuva 3). Analyyttien jakaantumiskertoimen uuttoliuottimen ja näyte-
liuoksen välillä ollessa suuri, saa uuttoliuottimen tilavuus olla huomattavasti pienempi 
kuin näytteen (käytännön raja on noin 1:100). Tavallisesti tilavuudet ovat niin isoja, että 
konsentrointia uuton jälkeen ennen analyysiä tarvitaan. Näytteen poolisuus ja analyyt-
tien ionisoituminen on huomioitava uuttoliuotinta valittaessa ja uuttovaiheen pH:ta op-
timoitaessa. [4, s. 46.] 
 
 
Kuva 3. Neste-nesteuutto erotussuppilossa [4] 
Laitteisto on yksinkertainen, tarvitaan ainoastaan uuttosuppilo nesteille, mistä johtuen 
LLE on yleisesti käytetty uuttomenetelmä. Menetelmä ei aina ole kovin tehokas, huo-
noina puolina voidaan pitää orgaanisten liuottimien runsasta kulutusta sekä uutossa 
pinta-aktiivisten aineiden aiheuttamaa vaahtoamista tai saostumista sekä emulsion 
muodostumisesta aiheutuvia ongelmia. Ravistelun jälkeen uuttoliuottimen tulee erottua 
hyvin matriisia sisältävästä vesipitoisesta liuottimesta. Osittain veteen sekoittuvat pooli-
set liuottimet saadaan erottumaan kyllästämällä vesifaasia epäorgaanisella suolalla, 
jonka lisäys poistaa myös veden orgaanisesta uuttofaasista estäen emulsion muodos-
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tumisen. Natriumsulfaattia tai kaliumkarbonaattia käytetään ulossuolauksessa. Näyt-
teen vesimatriisi kyllästyy kokonaan suolan runsaassa lisäyksessä, ja liukenematonta 
suolaa jää liuoksen pohjaan. Huonosti erottuvat faasit saadaan erilleen lisäämällä uut-
tosuppiloon suolaa, jäähdytettyä vettä tai orgaanista liuotinta. [4, s. 46.] 
  
Tiettyjen ionien tai yhdisteiden tai koko yhdisteryhmien erottamiseksi käytetään useita 
selektiivisiä neste-nesteuuttomenetelmiä, joiden komponenteissa on samaa ominai-
suutta. Selektiivisistä liuottimista heksaani sopii hyvin liuottimeksi lipideille, mutta ei 
kovin poolisille yhdisteille poolittomuudestaan johtuen. Poolittomille ja poolisille yhdis-
teille käy liuottimeksi puolestaan dikloorimetaani. Täysin toisiinsa liukenevien poolitto-
man ja poolisen liuottimen seoksella saadaan parannettua uuttotehokkuutta, ja liuotin-
seoksen tulisi olla näyteliuokseen liukenematonta. Näytettä uutetaan usein tietyllä liuot-
timella monta kertaa analyytin uuttamiseksi täydellisesti matriisista. Sopivan uuttoliuot-
timen valintaan vaikuttavat myös puhtaus, kiehumispiste, leimahduspiste, hinta ja myr-
kyllisyys. Kompleksointireagenssia lisätään tarvittaessa näytteeseen ennen uuton aloit-
tamista tai suoritetaan pH:n säätö, jonka jälkeen näyte ja siihen liukenematon orgaani-
nen faasi laitetaan uuttosuppiloon ja suljetaan. Paine tasataan heti kääntäen korkilla 
suljettua suppiloa yläviistoon poispäin ihmisistä ja päästäen sulkuhanasta ylimääräiset 
paineet purkautumaan. Suoritetaan suppilon ravistelu, ja tasaisin väliajoin poistetaan 
painetta. Faasien annetaan erottua toisistaan ravistelun jälkeen ja uuttofaasi otetaan 
talteen uuttaen samalla liuottimella alkuperäistä näytettä. [4, s. 46 - 48.]  
 
M. Fernandez (2001) on tutkinut liquid chromatography atmospheric chemical ionisati-
on mass-spectrometry, LC-APCI-MS määrityksessä organofosfori - tuholaistorjunta-
aineita mehiläisistä käyttäen näytteenkäsittelyyn neste-nesteuuttoa. Lasihuhmareessa 
jauhetut lyofilisoidut mehiläiset (3 g) laitettiin 250 ml:n kolviin ja ravisteltiin voimakkaasti 
10 min ajan 100 ml:lla asetonia, minkä jälkeen seos suodatettiin noin 5 mm:n seliittiker-
roksella pakatun Büchner-suppilon läpi. 1 % ammoniumkloridia ja 2 % ortofosforihap-
poa lisättiin suodokseen ja annettiin seistä 30 - 40 min silloin tällöin sekoittaen, minkä 
jälkeen suodatettiin. Suodos laimennettiin 200 ml:lla 2-%:sta vesipohjaista NaCl:aa ja 
uutettiin kaksi kertaa 100 ml:lla dikloorimetaania. Orgaaniset uutteet johdettiin vedet-
tömän natriumsulfaatin läpi ja haihdutettiin noin 10 ml:ksi pyöröhaihduttimessa 35 
°C:ssa. Lisättiin 5 ml metanolia ja seos haihdutettiin 5 ml:ksi käyttäen kevyttä typpivir-
tausta, josta injektoitiin 5 µl LC-MS:iin. [1, s. 2.] 
 
 
12 
 
  
Analyysimenetelmäesimerkki hunajauutosta LLE:llä 
 
50 edustavaa 100 g:n hunajanäytettä kerättiin satunnaisesti mehiläispesistä ja säilytet-
tiin lasipurkeissa pakastettuna -20 °C:ssa analyysiin asti. Analyysissä uutettiin hyön-
teismyrkkyjen jäämiä hunajasta dikloorimetaanilla, minkä jälkeen kaksi kerrosta erotet-
tiin sentrifugoimalla ja suoritettiin 10 hyönteismyrkkyjäämän määritys typpi-fosfori-
detektorilla NPD:llä ilman lisäpuhdistusta. [12, s. 2.] 
 
Sulatetuista laboratorionäytteistä siirrettiin 10 g 250 ml:n dekantteriin ja laimennettiin 30 
ml:lla puhdistettua vettä ja 20 ml:lla kylläistä natriumkloridiliuosta. Näyte tehtiin tasa-
koosteiseksi vesihauteessa 50 °C:ssa 5 min ajan ja siirrettiin myöhemmin kierrekannel-
liseen 150 ml:n sentrifugipulloon. Seuraten dikloorimetaanin 40 ml:n lisäystä, seosta 
ravisteltiin voimakkaasti noin 5 min ja sentrifugoitiin 10 min 5000 rpm:ssä. Orgaaninen 
kerros kerättiin 250 ml:n pyöreäpohjaiseen kolviin ja kuivattiin vedettömällä natriumsul-
faatilla. Vesikerros uutettiin uudelleen kahdesti 40 ml:n dikloorimetaanilla, ja noin 2 ml:n 
iso-oktaanin lisäyksen jälkeen yhdistetyt orgaaniset kerrokset haihdutettiin noin 2 ml:ksi 
pyöröhaihduttimessa lämpötilasäädellyllä hauteella 40 °C:ssa. Uute siirrettiin 5 ml:n 
päältä puristesuljettuun automaattisen näytteenottajan pulloon kolmella noin 0,5 ml:n 
iso-oktaanihuuhtelulla. Jokaisen huuhtelun välissä liuotinta alennettiin pienempään 
tilavuuteen lempeällä typpivirralla ennen seuraavaa lisäystä. Lopussa tilavuus säädet-
tiin tarkasti 1 ml:aan ja uute oli valmis GC-analyysiin ilman lisäpuhdistusta. [12, s. 5.] 
3.3.2 Kiinteäfaasiuutto 
Kiinteäfaasiuuttomenetelmässä (solid phase extraction, SPE) yhdisteet pidätetään kiin-
teään sorbenttimateriaaliin siten, että ne yhdisteet, joita ei haluta, joko jäävät pidätty-
mättä tai ovat helposti poistettavissa sorbentista (kuva 4). Nestemäisestä tai kaasu-
maisesta näytteestä on tavoitteena poistaa täydellisesti joko analyytteja tai matriisipe-
räisiä epäpuhtauksia pidättyvyyden ja retention perusteella. Pidättyneet yhdisteet irro-
tetaan sorbenttimateriaalista liuottimella eluution avulla (kuva 5). Näytettä puhdistetaan 
ja analyytit rikastetaan kiinteäfaasiuutolla. Käytetyt liuotintilavuudet eluutiossa ovat ta-
vallisesti vähintään kertalukua pienemmät verrattuna alkuperäisen näytteen tilavuu-
teen. Kiinteäfaasiuuttomenetelmän etuna on analyyttien laittaminen toisentyyppiseen 
liuottimeen tai kaasu-nestefaasiin verrattuna alkuperäiseen näytteeseen myöhemmän 
analyysin helpottamiseksi. [4, s. 99.] 
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Kuva 4. SPE-patruunan rakenne [4] 
 
Kuva 5. Vakuumimanifoldin periaatteellinen rakenne [4] 
Kiinteäfaasiuutto hunajasta 
Beatriz Albero (2004) osti kiinteäfaasiuuttonäytteiden valmistusta varten erilaisia kau-
pallisia espanjalaisia hunajia, joista viisi oli yksikukkaisia appelsiini-, rosmariini-, laven-
teli-, eukalyptus- sekä timjamihunajia ja yksi monikukkainen hunaja. Lisäksi useat sit-
rushedelmien hunajat kerättiin suoraan valencialaisilta tuottajilta ja hunajanäytteitä säi-
lytettiin 4 °C:ssa analyysiin asti. [2, s. 5.]  
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Kiinteäfaasiuutossa 10 g hunajaa liuotettiin 10 ml:aan vettä/metanolia suhteessa 70:30 
Sovirell-putkeen. Seokseen lisättiin 0,5 ml etyyliasetaattia sisältäen eri tuholaistorjunta-
aineita saaden lopullisiksi pitoisuuksiksi 0,025 µg/g - 0,1 µg/g. Nollanäytteisiin lisättiin 
0,5 ml puhdasta etyyliasetaattia. Kiinteänä faasina oli 1 g     materiaalia, joka esikäsi-
teltiin pesemällä ensin 3 ml:lla asetonitriiliä ja sitten 5 ml:lla vettä. Hunajaliuokset siirret-
tiin kvantitatiivisesti kolonniin ja putki pestiin 5 ml:lla vettä/metanolia suhteessa 70:30. 
Kiinteään faasiin jääneet tuholaistorjunta-aineet eluoitiin kaksi kertaa 5 ml:lla heksaa-
nia/etyyliasetaattia suhteessa 50:50. 1,0 ml:n tilavuus sisäistä standardiliuosta heksat-
sinonia (1 µg/ml) lisättiin kuhunkin näytteeseen, joka oli aiemmin väkevöity heikolla 
ilmavirralla, jotta lopullinen 10 ml:n tilavuus saisi korkeampia saantotasoja tai 2 ml al-
haisimman saannon määrittämiselle ja todellisille näytteille. Pieni määrä vedetöntä nat-
riumsulfaattia lisättiin väkevöityjen uutteiden kuivattamiseen, joita säilytettiin 4 °C:ssa, 
kunnes ne analysoitiin GC-MS:llä. Kromatografiset standardit valmistettiin käyttämällä 
nollanäyteuutteita. Nämä nollanäyteuutteet väkevöitiin 0,5 ml:lla tuholaistorjunta-
ainestandardiliuosta ja 1,0 ml:lla sisäistä standardiliuosta (1 µg/ml). [2, s. 2 - 3.] 
 
Cristina Blascon (2003) suorittamassa kiinteäfaasiuuton organokloori, karbamaatti, 
organofosfori tuholaistorjunta-aineiden arviointianalyysissä 5 g hunajaa sekoitettiin 50 
ml:aan vettä. Kiinteänä faasina oli 0,5 g     sorbenttimateriaalia. Kiinteä faasi esikäsi-
teltiin 10 ml:lla metanolia ja 10 ml:lla vettä. Näyte johdettiin kiinteän faasin läpi, minkä 
jälkeen pidättäytyneet tuholaistorjunta-aineet eluoitiin ensin 10 ml:lla etyyliasetaattia, ja 
sen jälkeen 4 ml:lla metanolia, ja sen jälkeen 1 ml:lla dikloorimetaania. Eluaatti haihdu-
tettiin 0,5 ml:ksi käyttäen kevyttä typpivirtausta ja siirrettiin kvantitatiivisesti metanolilla 
1 ml:n mittapulloon, jolloin saatiin lopulliseksi uutteeksi 100 % metanolissa. Analyysiä 
varten, 5 µl injektoitiin LC-MS-analyysiin, ja 1 µl GC-MS-analyysiin. [5, s. 2.] 
 
Kiinteäfaasiuutto mehiläisvahasta  
 
2 g pilkottuja maakennoja tai mehiläisvahaa asetettiin lasiseen sentrifugiputkeen ja 
lisättiin 15 ml metanolia. Seos oli ultraäänihauteessa huoneenlämpötilassa 1 h:n ajan, 
jonka jälkeen uute erotettiin sentrifugoimalla 20 °C:ssa ja 9000 x g 20 min ajan. Super-
natantti kerättiin uuteen putkeen, joka laitettiin pakastimeen vähintään 2 h:n ajaksi, ja 
sitten se sentrifugoitiin -4 °C:ssa ja 9000 x g 20 min aikana korkean molekyylipainon 
omaavien komponenttien, esterien, rasvahappojen ja hiilivetyjen erottamiseksi mehi-
läisvahasta. [19, s. 3.] 
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Supernatantti kerättiin uuteen putkeen. Ennen SPE-puhdistusta 7 ml tätä supernatant-
tia sekoitettiin 63 ml:aan metanoli-Tris-puskuri-seosta, jonka pH oli 9,0. [19, s. 3.] 
 
SPE-kolonni aktivoitiin 6 ml:lla metanolia ja pestiin 6 ml:lla 0,05 M metanoli-Tris-
puskuri-seosta. Tämän jälkeen 70 ml saatua näytettä suodatettiin kolonnin läpi. Pat-
ruuna pestiin kaksi kertaa 10 ml:lla 0,05 M metanoli-Tris-puskuria ja sitten kuivattiin 
tyhjiössä 5 min. Halutut yhdisteet eluoitiin kahdella annoksella 1 ml metanolia. Lopulli-
nen tilavuus säädettiin 2 ml:aan ja pieni määrä noin 0,1 - 0,2 g:aa natriumsulfaattia 
lisättiin veden poistamiseksi. Suodatuksen jälkeen 2 µl tätä liuosta injektoitiin kaasu-
kromatografiin. [19, s. 3.] 
 
Uuton ja puhdistuksen optimointi uutto käyttäen DMPF:ää 
 
Pienen molekyylipainon omaavien punkkimyrkkyjen uuttaminen vahasta perustuu nii-
den parempaan liukoisuuteen polaarisiin liuottimiin kuin vahamatriisiin. Liuottimen pitäi-
si myös olla veteen sekoittuva ja mahdollistaa myöhempi laimennus käänteisfaasi 
SPE:lle. Erilaisia liuottimia tutkittiin uuttoa varten sonikoimalla spiikattua vahaa 
DMPF:llä : metanolilla, etanolilla ja asetonilla. Parhaat tulokset saatiin metanolilla saa-
den saannoksi 92 %, kun taas kahden muun liuottimen saanto oli noin 77 %, joten me-
tanolia valittiin näytteen uuttoon. Metanoli uuttaa paljon endogeenisiä aineita mehiläis-
vahasta, joten puhdistus SPE:llä oli välttämätön. [19, s. 4.] 
Dispersiivinen neste-neste kinteäfaasiuutto hunajasta 
Natalia Campillo (2013) sai yhteensä 13 hunajanäytettä eri toimittajilta. Näytteinä käy-
tettiin 3 eukalyptus-, 3 kanerva-, 3 appelsiininkukka-, 2 rosmariini- ja 2 tuhatkukka-
hunajaa. [13, s. 2.] 
 
Kiinteäfaasipatruunat tasapainotettiin 3 ml:lla asetonitriiliä ja sitten 2 ml:lla 0,1 % (v/v) 
muurahaishappoa. 2 g hunajaa liuotettiin 10 ml:aan vettä ja ladattiin patruunaan 5 
ml/min virtausnopeudella. Sitten patruunat pestiin 10 ml:lla Milli-Q-vettä ja kuivattiin 
tyhjiössä jakoputkijärjestelmällä 2 min ajan. Analyytit eluoitiin sitten 1,5 ml:lla asetonit-
riiliä, jota käytettiin hajotusaineliuottimena myöhemmin dispersiivisen neste-neste mik-
rouuton (dispersive liquid-liquid micro-extraction, DLLME)-vaiheessa. Tätä varten 10 
ml:aan vesiliuosta, sisältäen 10 % (w/v) natriumkloridia, laitettiin 15 ml:n kierrekannelli-
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seen kartiopohjaiseen lasiseen sentrifugiputkeen, ja 100 µl       uuttoliuosta lisättiin. 
Seuraavaksi 1,5 ml SPE:stä kerättyä asetonitriiliä ruiskutettiin nopeasti vesiseokseen 
ruiskun avulla. Samea liuos muodostui hienosta       -pisaroiden aiheuttamasta dis-
persiosta vesiliuoksessa. Muutama sekunti uuttamisen jälkeen, seos sentrifugoitiin 2 
min ajaksi 4000 rpm:ssä, ja hajonneet orgaaniset pisarat saostuivat kartioputken ala-
osaan. Alempi faasi kerättiin mikroruiskun avulla ja haihdutettiin kuiviin heikolla typpivir-
ralla, jäännös sekoitettiin pienimpään mahdolliseen määrään asetonitriiliä ja injektointiin 
LC-järjestelmään. [13, s. 2 - 3.] 
3.3.3 Ylikriittinen uutto 
Ylikriittisessä uutossa (supercritical fluid extraction, SFE) uuttoliuottimena on aineen 
neljäs olomuoto ylikriittinen fluidi. Aineen kriittistä painetta ja kriittistä lämpötilaa    kor-
keammissa paine- ja lämpötilaolosuhteissa esiintyy ylikriittistä fluidia. Ominaisuuksil-
taan ylikriittinen fluidi eroaa sekä kaasuista että nesteistä yhdistellen molempien omi-
naisuuksia. Ylikriittisen fluidin liuotuskyky on hyvä samoin kuin nesteellä, diffuusiivisuus 
on korkea ollen parempi kuin nesteellä, viskositeetti pieni kuten kaasuilla ja pintajänni-
tys minimaalinen kuten kaasulla. Ylikriittiseen fluidiin massan siirtäminen on nopeaa ja 
fluidi pystyy tunkeutumaan matriisin huokosiin tehokkaasti matalan viskositeetin ansi-
osta, SFE:ssa hyvä erotustehokkuus saadaan jo lyhyillä uuttoajoilla. Suosituin ylikriitti-
nen fluidi on pooliton hiilidioksidi, jonka kriittinen piste on kohtalaisen alhaisessa lämpö-
tilassa ja paineessa ollen lisäksi myrkytön ja helposti saatavilla. Pääasiassa luonnon-
tuotteiden, öljyjen ja polttoaineteollisuuden tuotteiden, ruuan ja maatalouden tuotteiden 
esikäsittelyyn käytetään ylikriittistä uuttoa. Yhteistä tutkittaville yhdisteille on suurilta 
osin poolittomuus tai vain lievä poolisuus. [4, s. 73.] 
 
Ylikriittinen uutto ei ole tehokas tekniikka tiukasti matriisiin sitoutuneille tai hyvin pooli-
sille yhdisteille, johtuen ylikriittisen hiilidioksidin riittämättömästä liuotuskyvystä niiden 
uuttamisessa ja pienistä uuttosaannoista. Uutossa analyyttien diffuusioon vaikuttavat 
partikkelikoko ja matriisin rakenne. Hienojakoisemman näytteen uuttaminen on tehok-
kaampaa fluidin paremmasta tunkeutumisesta johtuen. Uuton tehokkuuteen SFE:ssä 
vaikuttavat uuttopaine, käytetyn fluidin ominaisuudet, lämpötila, virtausnopeus, modi-
fioijan käyttäminen ja uuttotekniikan valitseminen joko staattisena tai dynaamisena. 
Modifioija parantaa keskipoolisten yhdisteiden uuttautumista. Modifioijia ovat lyhytket-
juiset alkoholit isopropanoliin asti sekä tetrahydrofuraani, tolueeni, asetonitriili, asetoni, 
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rikkidioksidi, hiilitetrakloridi, muurahaishappo ja kloroformi. Yksinkertaisin tekniikka yli-
kriittisen uuton modifioijan lisäämiseksi on lisätä modifioija suoraan uuttokammioon. 
[4, s. 75.] 
 
Tuholaistorjunta-ainejäämien määrittäminen hunajasta aiheuttaa haastavia analyyttisiä 
ongelmia. Hunajat sisältävät suuria määriä mehiläisvahaa, joka on helposti uutettavissa 
jäämäanalyysissä käytettävillä liuottimilla. Tämä vaha aiheuttaa ongelmia kromatogra-
fisissa mittauksissa. Näytteen puhdistusmenettelyt, joilla poistetaan niin paljon vahaa 
kuin mahdollista, ovat välttämättömiä herkälle ja luotettavalle määritykselle. [3, s. 1.] 
 
Ylikriittinen uutto (kuva 6) on nousemassa vaihtoehdoksi liuotinpohjaisille uuttoteknii-
koille, joita käytetään perinteisesti jäämäanalyyseissä. SFE:n on äskettäin todettu ole-
van sovellettavissa erilaisten tuholaistorjunta-aineiden uuttamiseen erilaisista näyte-
matriiseista kuten maaperästä, kasvien materiaalista ja lihasta. Paitsi lyhempää uutto-
aikaa, liuottimen kulutusta ja tuotettua jätettä, SFE:n etuihin voidaan lukea myös selek-
tiivisempi uutto tuholaistorjunta-aineista. Lehotay ja Eller (1995) osoittivat, että erilaisia 
torjunta-aineita voitaisiin määrittää SFE:llä hedelmien ja vihannesten uutteista kaasu-
kromatografia-massaspektrometrialla (GC-MS) ilman ylimääräisiä puhdistuksia. Mah-
dollisuus valikoivampaan tuholaistorjunta-aineiden uuttoon mehiläisestä oli houkuttele-
vaa. SFE:n toimivuutta erilaisten organofosfaatti- ja karbamaatti-hyönteismyrkkyjen 
uuttamisessa mehiläisistä tutkittiin. Nämä kaksi tuholaistorjunta-aineiden ryhmää, ruis-
kutettuna viljelykasveihin, ovat aiheuttaneet valtaosan tuholaistorjunta-aineiden myrky-
tystapauksista Yhdistyneiden kuningaskuntien mehiläisissä viime vuosina. [3, s. 1.] 
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Kuva 6. SFE-laitteisto [4] 
 
Ylikriittisen uuton näytteen valmistuksessa 1 g mehiläisiä tehtiin tasakoosteiseksi 2 g:lla 
Hydromatrix-piimaa-sorbenttia jauhamalla lasihuhmareessa. Veden annettiin imeytyä 
seokseen 15 min ajan, jonka jälkeen näytteet pakattiin 7 ml:n uuttoastiaan ja mahdolli-
sesti jäljelle jäänyt tila täytettiin piimaa-sorbentilla. Spiikattuihin näytteisiin oli lisätty 25 
µl tuholaistorjunta-aineliuosta ja liuottimen oli annettu haihtua 15 min ennen sorbentin 
lisäystä. Analyytit pidätettiin oktadekyylisilikaan (ODS) 25 °C:ssa ja eluoitiin asetonitrii-
lillä     fluidin avulla injektiopulloissa. [3, s. 2.] 
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Taulukko 3. Ylikriittisen uuton tuholaistorjunta-aine saannot hunajanäytteille [3] 
 
Taulukko 3 esittää saantoja 18 tuholaistorjunta-aineelle 1,0 mg/kg ja 13 tuholaistorjun-
ta-aineelle 0,1 mg/kg. 
3.3.4 Geelipermeaatiokromatografia 
Geelipermeaatiokromatografiassa eli ekskluusiokromatografiassa näytekomponentit 
erotetaan toisistaan koon ja muodon perusteella. Pakkausmateriaalina käytetään eri-
kokoisista huokosista koostuvaa materiaalia. Näytemolekyylien ja kiinteän faasin välillä 
ei ole vuorovaikutusta, mistä johtuen stationaarifaasin huokosiin liian suuret molekyylit 
menevät suoraan kolonnin läpi liikkuvan faasin mukana. Kaikki pienimmät molekyylit 
kulkeutuvat stationäärifaasin huokosiin. Huokosten molekyylit pääsevät ulos ainoas-
taan diffuusion avulla johtuen eluentin liikkumattomuudesta huokosissa. Keskikokoiset 
molekyylit kulkeutuvat detektorille ennen pienempiä molekyylejä, koska ne kulkeutuvat 
vain suurimmista huokosista. Erotettavien yhdisteiden moolimassajakaumat saadaan 
käyttämällä detektorina viskosimetriä, valosirontadetektoria tai massaspektrometria. 
[29, s. 174.] 
 
20 
 
  
Ekskluusiokromatografiassa stationaarifaasi on kemiallisesti ja mekaanisesti kestävä, 
inertti, sekä huokoskoon on oltava mahdollisimman yhdenmukainen. Kolonnimateriaali 
voi koostua puolijäykästä ristisidotusta makromolekylaarisesta polymeeristä, jäykästä 
tietyn huokoskoon omaavasta lasista tai silikasta. Styreenidivinyylibentseenipolymeeri 
on suosittu ekskluusiokromatografiassa käytetty pakkausmateriaali. Osittain sulfonoitua 
styreenidivinyylibentseeniä käytetään vesiliuoksen toimiessa eluenttina ja sulfonoima-
tonta orgaanisten liuottimien kanssa.  Liuottimen vaikutuksesta puolijäykät materiaalit 
turpoavat, ja niiden painekestävyydeksi on rajoitettu <300 psi:ksi. Pakkausmateriaalei-
na käytetään myös polyvinyylialkoholeja, polykarbonaattia, polyamideja, polyakryylinit-
riiliä, dekstraania ja niiden johdannaisia, sekä erilaisia agaroosia ja selluloosaa sisältä-
viä orgaanisia faasimateriaaleja. [29, s. 174.] 
Ekskluusiokromatografiassa käytetään ainoastaan yhtä liuotinta, johon tutkittava näyte 
liukenee. Ongelmia aiheuttaa eluentin ja näytteen viskositeettien välinen suuri ero. Joil-
lakin ekskluusiofaaseilla on heikkoja hydrofobisia ja happamia ominaisuuksia vaikutta-
en emäksisten tai hydrofobisten analyyttien retentioon. Lisäämällä eluenttiin 100 - 300 
mM suolaa ja säätämällä pH neutraaliksi saadaan ioniset vuorovaikutukset minimoitua. 
Lisäksi tulisi vähentää suuren suolapitoisuuden aiheuttamaa proteiinien hydrofobisia 
vuorovaikutuksia stationaarifaasin kanssa lisäämällä eluenttiin 5 - 10 % glykolia tai al-
koholia. Optimiresoluution pääsemiseksi virtausnopeudet pidetään alhaisina. [29, s. 
175.] 
Näytekapasiteetti on eksluusiokromatografiassa paljon pienempi kuin muissa neste-
kromatografisissa menetelmissä ja näytemäärä ei saa ylittää 2 % kolonnin tilavuudesta. 
Yleensä 7,8 mm:n sisähalkaisijan kolonneja käytetään ekskluusiokromatografiassa 
pienen kapasiteetin takia. [29, s. 175.] 
Koska geelihiukkaset sisältävät huokoskokojen jakauman, steerisen ekskluusiomeka-
nismin mukaan oletetaan, että vain tietyt huokostilavuudet ovat saatavilla vain tietyn 
kokoisille molekyyleille. Suuret molekyylit löytävät suhteellisen pienen määrän huo-
kosia, joihin ne tunkeutuvat, kun taas pienet molekyylit voivat tunkeutua suhteellisen 
suureen määrään huokosia. Diffuusioon on tasapainotila: vaadittu aika liuenneiden 
molekyylien tunkeutumisesta ja geelihiukkasista vapautumiseen on paljon suurempi 
kuin liuenneen aineen vyöhykkeen viipymisaika. [23, s. 2.] 
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GPC:ssa eluentin ja näytteen välisen affiniteetin tulisi olla suurempi kuin näytteen ja 
huokoisen pinnan välisen affiniteetin tai muuten kokoon perustumattomat ekskluusio-
vuorovaikutukset faasin pinnan ja injektoidun näytteen välillä voivat tulla näkyviin. [24, 
s. 429.] 
Kolonnin lämpötilan vähäinen nousu yli huoneen lämpötilan johtaa enemmän ongelmiin 
kuin etuihin. Eluentin viskositeetin vähenemisen vaikutus diffuusionopeuden kasvuun 
tai adsorption ehkäisyyn on matala, korkeammat lämpötilat ovat perusteltuja vain kah-
desta syystä, jos eluentin viskositeetti on liian suuri, polymeerimolekyylien liike huoko-
siin ja huokosista ulos estyy, jolloin piikin leveneminen kasvaa. Tällaisissa tapauksissa 
viskositeettiä pitäisi alentaa nostamalla lämpötilaa. [24, s. 430.] 
Polymeerinäyte on joskus liukenematon eluenttiin alhaisissa lämpötiloissa. Korkeissa 
lämpötiloissa käytettyjen geelipermeaatiokromatografia kolonnien elinikä on alhaisempi 
kuin huoneenlämmössä. [24, s. 430.] 
Liuotin uutto- ja geelipermeaatiokromatografia (GPC)-puhdistusmenetelmässä jäämiä 
sisältäneet mehiläisnäytteet analysoitiin jauhamalla 5 g mehiläisiä huhmareessa 25 g:n 
vedettömän natriumsulfaatin kanssa, minkä jälkeen seosta uutettiin Soxhlet-laitteessa 
100 ml:lla dietyylieetteriä 16 h:n ajan. Tämä uute haihdutettiin kuiviin ja liuotettiin 10 
ml:aan heksaani:etyyliasetaattia suhteessa 50:50. Liuotettua uutetta ruiskutettiin 5 ml 
Bio-Beads SX3 styreenidivinyylibentseenihelmillä pakattuun halkaisijaltaan 400 mm x 
25 mm lasikolonniin. Eluointiliuottimena käytettiin heksaania:etyyliasetaattia suhteessa 
50:50, 5 ml/min. Ensimmäisen erän 90 ml:n eluentti heitettiin pois, ja toisen 90 ml:n erä 
kerättiin, haihdutettiin kuiviin ja liuotettiin 5 ml:aan heksaania. [3, s. 2.] 
3.3.5 QuECheRS 
QuEChERS on kvantitatiivinen tutkimusmenetelmä, jolla voidaan analysoida kasvin-
suojeluaineiden jäämiä vähärasvaisista näytteistä, kuten kasviksista, hedelmistä, vil-
joista sekä prosessoiduista tuotteista. QuEChERS on syntynyt vuonna 2003 USDA:n 
(United States Department of Agriculture) ja FDA:n (Food and Drug Administration) 
yhteistyön tuloksena. QuEChERS muodostuu sanoista Quick, Easy, Cheap, Effective, 
Rugged a Safe. Menetelmän nimi kuvaa menetelmän hyviä puolia, sillä sen etuja ovat 
nopeus, helppous ja vähäinen materiaalien ja liuottimien kulutus, mikä tekee sen käyt-
tämisestä edullisen ja ympäristöystävällisen. [22, s. 10.] 
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QuEChERS-menetelmän periaate 
 
QuEChERS-menetelmässä vesipitoista tasakoosteista 10 g näytettä uutetaan asetonit-
riilillä, mikä on tehokas liuotin erilaisille orgaanisille yhdisteille kuten torjunta-aineille. 
Asetonitriili liukenee hyvin veteen, jonka kanssa uuttokyky edelleen paranee. Magnesi-
umsulfaatin ja natriumkloridin sekä puskuroivien sitraattisuolojen lisäyksen jälkeen uu-
toksesta saadaan näytteen sisältämä vesi ja asetonitriili erottumaan toisistaan sentrifu-
goimalla. Natriumkloridin lisäys auttaa sekä neste- nestepartition syntymistä, että ana-
lyyttien siirtymistä orgaaniseen asetonitriilifaasiin, jossa on kyse ulossuolauksesta. Sit-
raattisuolojen avulla pyritään saamaan uuttoliuoksen pH välille 5 - 5,5, koska useimmat 
torjunta-aineet voivat hajota liian emäksissä tai happamissa olosuhteissa. [22, s. 11.] 
 
QuEChERS-uutteen puhdistus 
 
Määritettävän näytteen sisältämät rasvat voivat vahingoittaa analyysilaitteen osia ja 
häiritä analyyttien uuttautumista orgaaniseen asetonitriilifaasiin, minkä takia ne poiste-
taan uutteesta pakastamalla. Vahaa, rasvaa ja eteerisiä öljyjä sisältäviä näytteitä ovat 
esimerkiksi viljat ja sitrushedelmät. Orgaaninen faasi eli asetonitriilifaasi puhdistetaan 
yleensä dispersiivisellä kiinteäfaasiuutolla käyttäen PSA (Primary Secondary Amine) 
sorbenttia. Muodostunut ylimääräinen jäännösvesi poistetaan kidevedettömän magne-
siumsulfaatin avulla. PSA-puhdistus nostaa ekstraktin pH:n emäksiseksi, joten puhdis-
tuksen läpi käynyt ekstrakti täytyy tehdä happamaksi pienellä määrällä muurahaishap-
poa, jonka avulla parannetaan emäksisissä olosuhteissa hajoavien pestisidien säily-
vyyttä näytteessä. [22, s. 11.] 
 
QuEChERS-näytteiden kromatografinen analysointi 
 
Näyte voidaan analysoida sekä kaasu- että nestekromatografisilla menetelmillä. Neste-
kromatografiamassaspektrometriseen analyysiin asetonitriili sopii hyvin liuottimeksi, 
mutta ei käytettäväksi typpi-fosforidetektorin kanssa, minkä vuoksi osa ekstraktin liuot-
timesta täytyy vaihtaa kaasukromatografiseen analyysiin sopivaksi. Asetonitriili on voi-
makas liuotin, joten se saattaa liuottaa myös joidenkin käytettävien kolonnien alkupään 
faasipintaa. Tämän vuoksi tulisikin käyttää kolonnia, joka mahdollisesti kestäisi pa-
remmin asetonitriiliä sekä PTV-injektoria, jonka avulla liuotin saadaan haihdutettua 
ennen kolonnia automaattisesti pois. [22, s. 11.] 
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Uutto ja puhdistus perustuivat Anastassiades et al:n (2003) esittelemään muunneltuun 
QuEChERS-menetelmään. Homogenisoituihin 15 g:n kontrollinäyteisiin lisättiin 12 ml 
vettä ja 15 ml asetonitriliä, jossa oli 2-%:sta trietyyliamiinia (TEA). Kuhunkin näyttee-
seen lisättiin 6 g vedetöntä magnesiumsulfaattia (     ) ja 1,5 g natriumasetaattia 
(NaOAc) ja ravisteltiin käyttäen Geno Grinder homogenisaattoria 1200 iskulla minuutis-
sa 2 min ajan. Näytteitä sentrifugoitiin 5 min ajan 2500 rpm:ssä. Orgaaninen superna-
tantti siirrettiin 0,5 g      :a sisältäneeseen putkeen ja ravisteltiin kosteuden poista-
miseksi. 12 ml näytettä johdettiin esikäsiteltyjen Phenomenex     SPE-patruunoiden (1 
g) läpi, jonka jälkeen patruunat huuhdottiin 3 ml:lla 2 % trietyyliamiinia asetonitriilissä. 
Yhdistetyt eluentit haihdutettiin kuiviin vesihauteessa   -virtauksessa. Näytteet liuotet-
tiin uudelleen 1 ml:aan vettä/metanolia suhteessa 75:25 ja lisäämällä 1 ml sisäistä 
standardiliuosta (10 ng/ml). Näytteet suodatettiin ensi 0,7 µm GF/F Whatman-
lasisuodatinlevyjen ja seuraavaksi Pall Life Sciencesin 0,2 µm nailonsuodatinlevyjen 
läpi pieniin nestekromatografiapulloihin. [15, s. 3.]  
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3.4 Analysointi ja tulokset 
3.4.1 Nestekromatografiset tekniikat  
LC-APCI-MS 
LC-APCI-MS-laite on todettu kestäväksi, herkäksi ja monipuoliseksi analyysitekniikaksi 
erilaisten torjunta-aineiden analyyseissä. APCI on pehmeä ionisaatiotekniikka, joka 
tuottaa molekyyli-ionit erinomaisella herkkyydellä. Lisäksi yhdisteiden dissosiaatiossa 
(CID) saatavaa rakenteellista tietoa voidaan käyttää yhdisteiden tunnistamiseen hyvin 
tarkasti. [1, s. 1.] 
 
M. Fernandez (2001) käytti LC-MS:ää API-lähteen kanssa, joka voitiin säätää APCI:lle 
ja ESI:lle. Kromatografinen erottuminen suoritettiin loppuun vesi/metanoli -gradientillä 1 
ml/min virtausnopeudella ja analyyttisenä kolonnina käytettiin Supelcon 5 µm Sphe-
risorb    :sta ja esikolonnina 5 µm LiChrosorb RP-18:sta. [1, s. 2.] 
 
Tutkituista näytteistä organofosfori tuholaistorjunta-ainetta triatsofossia ei löydetty NI-
tilassa, kun taas parationia, parationi-metyyliä, ja bromofossia havaittiin vain NI-tilassa. 
Muut tutkitut organofosfori tuholaistorjunta-aineet voitiin havaita käyttäen molempia 
ionisaatiotiloja. Fragmentointijännite ja höyrystimen lämpötila vaikuttivat herkkyyteen ja 
molekyylin fragmentoitumiseen. NI-tila mahdollisti yhdisteiden kuten happojen tai feno-
lien havaitsemisen ja korkeampia fragmentoitumisia saatiin NI-tilassa pienemmällä 
jännitteellä kuin PI-tilassa. Itoh et al. (1996) [34] huomasivat, että nitro-ryhmän mole-
kyylin sisältävät tuholaistorjunta-aineet, kuten parationi, parationi-metyyli, ja fenitrotioni, 
voidaan havaita vain NI-tilassa. Nitroryhmän sisältävä Paraoxon havaittiin molemmissa 
ionisaatiotiloissa.  [1, s. 4.] 
 
PI-tilassa fragmentorijännitteen muutokset aiheuttivat tärkeän fragmentoitumisen atsii-
nifossille, fentoaatille, fosmetille ja metidationille, kun sitä vastoin coumaphosiin, pirimi-
fossiin ja diatsinoniin ne eivät vaikuttaneet, niille        oli tärkein ioni. Matalia jännit-
teitä pidettiin parempina molekyylimassatietojen saamiseksi tuholaistorjunta-aineista, 
jotka kärsivät tärkeästä fragmentoinnista, mutta ennallaan olevat tuholaistorjunta-aineet 
osoittivat parempaa herkkyyttä käytettäessä suurempia jännitteitä (optimaaliset arvot 
olivat ~ 70 V). NI-tilassa fragmentori-jännitteen muutoksilla oli vähemmän vaikutusta 
fragmentointiin kuin PI-tilassa. [1, s. 6.] 
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Näytteiden analysointi ja hyödyntäminen tutkimuksissa 
 
Natalia Campillo (2013) käytti SPE DLLME LC MS/MS -menetelmää 13 erilaisen huna-
janäytteen analyysissä, ja hyönteismyrkkyjä ei ole havaittu yli niiden toteamisrajojen. 
Näin ollen analysoidut hunajat täyttivät EU-määräykset liittyen neonikotinoidi hyönteis-
myrkkyihin. Molempien optimoitujen menetelmien luotettavuus tarkistettiin saantotutki-
muksilla kolmelle erilaiselle hunajanäytteelle spiikattuna kahdella pitoisuustasolla. Spii-
kattujen hunajanäytteiden hyönteismyrkkysaannot vaihtelivat 90 % - 104 % välillä, ja 
keskiarvo saannolla ± keskihajonnalle (n = 90) 96 ± 4, kuten voidaan nähdä taulukosta 
4. Merkittäviä eroja ei havaittu saaduissa suhteellisissa keskihajonnoissa erilaisten 
hyönteismyrkkyjen saannoille kullekin analysoidulle hunajanäytteelle, arvot vaihtelivat 
1,5 % - 10 % välillä eukalyptus-hunajalle ja kanervahunajalle. Saanto tutkimukset suori-
tettiin samoille hunajanäytteille väkevöidyillä pitoisuuksilla käyttäen SPE DLLME LC -
menetelmää ja kaiken käsittävä keskiarvoinen saanto arvo ± SD (n = 90) 94 ± 8 saatiin 
(taulukko 5). [13, s. 5.] 
 
Taulukko 4. LC-APCI-MS-tuholaistorjunta-ainesaannot [1] 
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Diodirividetektorilla (DAD) piikit tunnistettiin mittaamalla jatkuvasti spektriä samaan 
aikaan liuenneen aineen mennessä virtauskyvetin läpi. Hyvä yhtäläisyys löytyi erilais-
ten piikkien spektrien välillä standardeille ja spiikatuille näytteille. Analyyttien samankal-
taisuus vahvistettiin vertailemalla retentioaikaa ja signaalin voimakkuuden suhdetta 
kahden MS/MS siirtymissä, niillä jotka saatiin käyttäen vesiliuos standardeja. Saadut 
kromatogrammit spiikkaamattomille erilaisten hunajanäytteiden alikvooteille osoittivat 
häiritsevien piikkien puuttumisen analyyttien eluointi ajoissa käyttäen sekä DAD:ia ja 
MS/MS:ia. [13, s. 5.] 
 
Taulukko 5. Hyönteismyrkkyjen saannot LC-MS/MS-menetelmällä hunajanäytteistä [13] 
 
 
LC-MS 
 
Cristina Blasco (2003) keräsi 24 monikukkaista hunajanäytettä paikallisilta markkinoilta 
Coimbrassa Portugalissa. 26 hunajanäytettä ostettiin Valencian paikallisilta markkinoil-
ta näytteiden ollessa eri kukkaista alkuperää, timjami, monikukkaiset, rosmariini, ka-
nerva, laventeli, oranssi kukka, sitruuna, tammenterho, ja eukalyptus. Neljä niistä oli 
ekologisia hunajia. Nämä näytteet säilytettiin niiden alkuperäisissä astioissa lasipur-
keissa huoneenlämmössä pimeässä paikassa. [ 5, s. 2.] 
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LC-MS-määrityksessä käytettiin LC-MSD-järjestelmää, joka koostui standardi API-
lähteestä, jota voitiin säätää kuten APCI:a. Kromatografinen erotus suoritettiin Pheno-
menexin 5 µm partikkelikoon Luna    -kolonnilla suojattuna Securityguard kasetilla    . 
Metanoli/vesi gradientti valittiin yhdisteiden erottamiseen virtausnopeudella 0,8 ml/min 
65 %:sella metanolilla. [5, s. 3.] 
 
Täysi spektrin ajo LC-MS kromatogrammeilla saatiin ajamalla spektri m/z 100:sta 
400:taan spektrin ajo ajalla 0,75 s. Kaikkein runsaimmalle ionille käytettiin aikataulutet-
tua valitun-ionin monitorointia (SIM) kunkin yhdisteen kvantifiointiin. [5, s. 3.]  
 
Taulukossa 6 saannot spiikatuista näytteistä vaihtelivat 73 %:sta 98 %:tiin paitsi dime-
toaatille 40 % suhteellisten keskihajontojen kanssa 3 % - 16 % välillä toistettavuudes-
sa, ja 6 % - 19 % välillä toistettavuudessa. Määritysrajat olivat 0,003 mg/kg - 0,1 mg/kg 
välillä. Useimmat hunajasta löydetyt tuholaistorjunta-aineet olivat organoklooreja. Niis-
tä, y-HCH oli useimmin havaittu 50 %:sta näytteitä, seuraten HCB:tä 32 %:ssa näytteis-
tä ja muut HCH isomeerit (a-HCH ja ß-HCH) 28 %:ssa ja 26 %:ssa näytteistä vastaa-
vasti. Ditiotreitolin (DDT) jäämiä ja niiden aineenvaihduntatuotteita havaittiin 20 %:ssa 
näytteistä. Tutkituista karbamaateista, sekä metiokarbia ja karbofuraania havaittiin 10 
%:ssa näytteistä, pirimikarbia 4 %:ssa ja karbaryyliä 2 %:ssa. Ainoiden löydettyjen or-
ganofosfori-tuholaistorjunta-aineiden todettiin olevan heptenofossia 16 %:ssa, Metida-
tionia 4 %:ssa, ja parationi metyyliä 2 %:ssa hunajanäytteistä. Tulokset osoittavat, että 
portugalilaiset hunajat olivat saastuneempia kuin espanjalaiset. Kuitenkin molempien 
maiden hunaja kuluttajien ei pitäisi olla huolissaan markkinoilta saatavien hunajien löy-
detyistä tuholaistorjunta-ainejäämistä. [5, s. 3.] 
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Taulukko 6. Organokloori, karbamaatti ja organofosfori tuholaistorjunta-aineiden saannot [5] 
 
 
Saantotutkimuksissa käytettiin 3 matriisia, mehiläisen raatoa, siitepölyä, ja hunajaa, ja 
ne väkevöitiin 12 neonikotinoidilla ja aineenvaihduntatuotteilla kolminkertaisena tasoilla 
vastaten havaitsemisrajaa, viisinkertaista havaitsemisrajaa, ja kymmenkertaista havait-
semisrajaa. Havaitsemisraja laskettiin alhaisimpana pitoisuutena kullekin analyyttien 
vasteille kaikkein runsaimman ionin siirtymiseen (kvantitointi ioni siirtyminen), joka antoi 
signaalin-kohina (S/N)-suhteeksi vähintään 10:01, ja jolle toissijainen ionin siirtyminen 
(vahvistus ionin siirtyminen) tuotti S/N-suhteeksi vähintään 3:1. Havaitsemisraja vastasi 
näin ollen 3,33 kertaa toteamisrajaa vasteella, joka tuottaa S/N vähintään 3:1 molem-
mille ioni siirtymille. [15, s. 4.] 
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Kunkin analyytin saantoprosentti laskettiin jakamalla löydetty pitoisuus lisätyllä pitoi-
suudella kertoen 100:lla. Yleisesti ottaen menetelmän saantoprosentin tarkkuus ja tois-
tojen välinen keskihajonnan tarkkuus olivat hyväksyttäviä. Kaikille analyyteille saadut 
saannot vaihtelivat 70 % - 120 % välillä suhteellisilla keskihajonnoilla < 20 %, muuta-
mia poikkeuksia lukuun ottamatta. Imidaklopridi desnitro HCl oli vähiten talteen otettu 
analyytti huolimatta uuttoliuottimeen tehdyistä muutoksista ja ulossuolaus aineesta ja 
saatiin 49:n saanto 68 %:a mehiläisissä, 42:n 46 %:a mehiläisen siitepölyssä, ja 35:n 
50 %:a mehiläisen hunajassa. Tarkka menetelmä parantaa huomattavasti molempien 
desnitro imidaclopridsin ja 6-kloorinikotiinihapon saantoja. Dinotefuraanin ja thiometho-
xam aineenvaihduntatuotteiden saannot vaihtelivat 85 % - 101 % välillä mehiläisissä ja 
96 % - 145 % välillä siitepölyssä. Dinotefuraani DN fosfaattia analysoitiin vain siitepö-
lystä. [15, s. 4.] 
 
LC-MS/MS:ssä ultrasuuren erotuskyvyn nestekromatografia (UPLC) antoi hyvän piikin 
resoluution ja lisääntyneen herkkyyden, johtaen tarkempiin jäämämäärityksiin analyyt-
tien määrissä.    sidos faasi HSS-   kolonnissa oli riittävä varhaisen eluoinnin ja piikin 
levenemisen nujertamisessa dinotefuraani aineenvaihduntatuotteiden UF ja DN fosfaa-
tin sekä desnitro imidaklopridi aineenvaihduntatuotteille voimakkaasti vesipitoisissa 
liikkuvissa faaseissa.    sidos hyödyntää kolmitoimista    -alkyyli faasia, joka on sitou-
tunut ligandin tiheydellä edistäen polaarisen yhdisteen retentiota ja vesipitoisen liikku-
van faasin yhteensopivuutta. Aromax-kolonni on myös käänteisfaasiainetta, joka osoit-
taa retention ja selektiivisyyden aromaattisille ja/tai tyydyttymättömille yhdisteille verrat-
tuna perinteiseen alkyyli- ja fenyylifaaseihin. Tämä kolonni on erinomainen vaihtoehto 
   :lle tai sidosfaasille, kun lisääntynyttä retentiota tarvitaan. Piikkien muodot dinotefu-
raanin aineenvaihduntatuotteille sekä desnitrozimidaclopridin aineenvaihduntatuotteille 
olivat suuresti parantuneet ja paremmin pidättäytyneet tämän tyyppisistä stationääri-
faasissa, mutta piikin hännän muodostumista havaittiin, erityisesti myöhään eluoituvilla 
korkean prosenttiosuuden orgaanisen liikkuvan faasin olosuhteissa. [15, s. 5.] 
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Taulukko 7 esittää imidaclopridillä väkevöityjen hunajanäytteiden saantojen keskiarvot 
ja sen aineenvaihduntatuotteet kolminkertaisena kolmella väkevöimistasolla ja siitepö-
lyssä 7:nä toistona kaksinkertaisella havaitsemisrajalla käyttäen QuEChERSin lähes-
tymistapaa. Neonikotinoidi-aineenvaihduntatuotteiden saantojen keskiarvot mehiläis-
näytteistä käyttäen QuEChERSiä vaihtelivat 19 % - 30 % välillä desnitro imidakloprid 
olefiinille ja 12 % - 15 % välillä desnitro imidakloprid HCI:lle. Saantoja 6-
kloorinikotiinihapolle ei ollut, verrattuna 68 % - 73 %, 49 % - 68 %, ja 72 % - 93 %, vas-
taavasti, samoille aineenvaihduntatuotteille, kun tarkkaa menetelmää oli käytetty. Sa-
mankaltainen saantojen suuntaus saatiin siitepölylle. Imidaklopridin metaboliitti 6-
kloorinikotiinihappo oli täysin saannoton, koska se oli sitoutunut PSA:na, jonka tiede-
tään pidättävän karboksyylihapporyhmiä sisältäviä tuholaistorjunta-aineita. Muutokset 
tähän lähestymistapaan tehtiin onnistuneesti suurimman neonikotinoidi metaboliitti-
osan talteen ottamiseksi. PSA korvattiin     SPE-patruunoilla, eluoitiin 2 %:lla TEA:ta, 
voimakkaasti polaarisella emäksellä, mikä auttoi metaboliittien eluutiota sitoutumaan 
    sorbenttiin. Eluointiliuottimen polaarisuus oli kriittinen vaihe neonikotinoidi metabo-
liittien talteen otossa. Havaittiin, että käyttämällä joko 5 % etikkahappoa AcOH tai 1 % 
TEA:aa ACN:ssä oli riittämätön aineenvaihduntatuotteiden tehokkaaseen desorboimi-
seen     -patruunasta, ja että 5 % TEA ACN:ssä antoi saman saannon kuin 2 % TEA 
ACN:ssä. Välttämättömänä pidettiin SPE-patruunoiden käyttöä kuin    -dispersiota 
matriisiuutteessa, koska joidenkin analyyttien menetys huomattiin, jos tyhjiötä tai yli-
painetta ei käytetty eluoinnin aikana. (Taulukko 8.) [15, s. 3 - 4.] 
 
Taulukko 7. Imidaclopridin ja aineenvaihduntatuotteiden saannot [15] 
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Taulukko 8. Saantoprosentin keskiarvot väkevöidyistä mehiläisen, siitepölyn ja hunajan näyt-
teistä [15] 
 
 
3.4.2 Kaasukromatografiset tekniikat 
Tuholaistorjunta-aineiden analysointi biologisista näytematriiseista, kuten kasveista ja 
eläimistä, GC-MS:lla on perinteisesti ollut vaikeaa johtuen hyvin monimutkaisesta näy-
tematriisista. Menettelytapoja, kuten ECD ja NPD detektointia, SIM:iä, suuren määrän 
injektointia tai isompaa näytteen pitoisuutta on käytetty menetelmän herkkyyden nos-
tamiseksi. Yksinkertaisesti injektoimalla lisää näytettä injektoidaan samalla myös 
enemmän näytematriisia ja kemiallista taustaa. SIM-tekniikalla saadaan analyysin 
herkkyyttä parannettua huomattavasti, koska siinä seurataan ainoastaan massafrag-
mentteja, jotka ovat tyypillisiä tutkittaville yhdisteille. [6, s. 477.] 
 
Tandemmassaspektrometriassa (MS/MS) (kuva 7) saadaan yksityiskohtaista tietoa 
ionilähteessä syntyneistä ioneista käyttämällä kahta tai useampaa massa-
analysaattoria tai massa-analyysivaihetta. MS/MS-spektri muodostuu ensimmäisellä 
analysaattorilla valitsemalla ionilähteessä muodostuneista ioneista minkä tahansa eris-
tetyn ionin, jolle on tehty toivottu reaktio. Toisella analysaattorilla reaktiossa muodostu-
neet tuotteet analysoidaan, jolloin saadaan riittävästi tietoa tutkitun ionin tunnistami-
seksi.  [32, s. 116.] 
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Yksityiskohtaista tietoa ioneista saadaan suodattamalla hyödytön tieto ensimmäisessä 
massa-analyysivaiheessa, minkä ansiosta tandemmassaspektrometrialla voidaan tut-
kia monimutkaisia seoksia ja epäpuhtaita näytteitä. Tandemmassaspektrometrialla 
voidaan analysoida yksityiskohtaisesti fotoneilla tai törmäyksillä aktivoituja ioneja, io-
ni/molekyylireaktioita ionilähteessä ja reaktiokammiossa ionien hajoamisissa vapautu-
vaa kineettistä energiaa, sekä sisäisiä energioita. MS/MS-menetelmä on herkkä hyvän 
signaali-kohinasuhteen (S/N) ansiosta ja analyyseissä käytettävät näytemäärät ovat 
pieniä (ng/ml - pg/ml alueella). [32, s. 116.] 
 
Kuva 7. Tandemmassaspektrometrian periaate [32] 
 
 
 
Jokaisen tandemmassaspektrometria analyysivaiheen jälkeen taustakohina pienenee 
kokonaissignaalia nopeammin, minkä ansiosta MS/MS-mittauksissa on parempi S/N ja 
heikompi signaali kuin yksivaiheisessa MS-mittauksessa. [32, s. 117.] 
 
Tandemmassaspektrometriassa kaksivaiheisissa hajoamisreaktioissa ioni aktivoidaan 
ennen pilkkoutumista. Ioni aktivoidaan törmäyksen avulla muuttamalla osan ionin ki-
neettisestä energiasta sisäiseksi energiaksi (collision-induced dissociation, CID, photon 
initiated dissociation, PID) virittäen ionin korkeammalle energiatasolle tai tuomalla lisää 
energiaa (PID, electron capture dissociation, ECD). Ensimmäinen hajoamisreaktion 
vaihe on erittäin nopea (     -       s) ja toisessa vaiheessa unimolekylaarisesti hajo-
tetaan aktivoitu ioni. [32, s. 118.] 
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MS/MS-spektrit voidaan muodostaa useilla erilaisilla pyyhkäisytavoilla inertin kaasun 
läsnä ollessa, kuten tuoteionipyyhkäisyllä (product ion scan), lähtöionipyyhkäisyllä 
(precursor ion scan), neutraalipalan lohkeamispyyhkäisyllä (neutral loss scan) ja valittu-
jen reaktioiden seurannalla (selected reaction monitoring, SRM). [32, s. 123.] 
 
MS/MS:n käyttö GC:n detektoinnissa poistaa matriisin, joka aiheuttaa vaikeuksia käy-
tettäessä yhden vaiheen MS:a. Tämän prosessin läpikäytyään näytteen kemiallinen 
tausta ja matriisi on poistettu jolloin pienien pitoisuuksien detektointi paranee. [6, s. 
477.] 
 
GC-NPD/FPD 
 
Kaasukromatografiassa käytettävä typpifosforidetektori (NPD, nitrogen phosphorus 
detector) on polttimen yläpuolella olevan alkalisuolalähteen ansiosta selektiivinen typ-
peä ja fosforia sisältäville yhdisteille. Termoionisaatiodetektoriksi kutsuttu detektori io-
nisoi erittäin monipuolisesti kaikki typpi- ja fosforiyhdisteet lähteenä käytettävien 600 - 
800 °C:seen kuumennettujen alumiinisylinterin ympärille muodostettujen kalium- tai 
rubidiumsuolakerrosten avulla. [29, s. 118.] 
 
Liekkifotometrisessä detektorissa (FPD, flame photometric detector) rikkiä ja fosforia 
sisältävät hiilivedyt muodostavat kemiluminoivia yhdisteitä palaessaan vety-ilmaliekissä 
ja muodostuneet yhdisteet emittoivat valoa niille ominaisilla aallonpituuksilla. Valo-
monistinputken avulla mitataan detektorin optisen suodattimen tietyn aallonpituuden 
läpi päästämä säteily. [29, s. 119.]   
 
Ylikriittisessä analyysissä organofosfaattien saannot spiikatuista mehiläisnäytteistä 
mitattiin käyttäen GC-FPD:tä. Karbamaatti hyönteismyrkkyjen saannot bendiokarbille, 
karbaryylille, ja propoksuurille spiikatuista näytteistä mitattiin GC-NPD:llä. [3, s. 2.] 
 
Tulokset heijastavat vaihtelua erilaisten näytteiden välillä sisältäen eri määriä vahaa ja 
kosteutta uutettuna eri päivinä. Ne eivät yksinkertaisesti ole mitta toistettavuudelle 
useista määrityksistä samalle näytteelle. Korkeamman tason hyväksyttävät saannot > 
80 % saatiin 17 tuholaistorjunta-aineesta vain ometoaatille antaen hyväksymättömän 
saannon, joka oli alhainen ja erittäin vaihteleva. Saannot olivat myös hyvin vaihtelevia 
organofosfaateille azinphos-metyylille ja vamidotionille sekä kaikille kolmelle tutkitulle 
karbamaatille. Molempien organofosfaattien tapauksessa tämä luultavasti johtui GC-
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FPD järjestelmän herkkyyden alhaisuudesta näille yhdisteille kuin muille organofosfaa-
teille spiikkaus tason ollessa lähempänä toteamisrajaa. Karbamaateilla vaihtelu johtuu 
todennäköisesti matriisivaikutuksien aiheuttamista muuttuvista vasteista sillä nämä 
yhdisteet mitattiin standardi liuoksia vastaan puhtaissa liuottimissa. 0,1 mg/kg tasolla 
saannot olivat yli 80 % 11 tuholaistorjunta-aineelle vain ometoaatin antaen saannoiksi 
< 65 %. Kaikissa tapauksissa vaihtelevuus oli paljon suurempi kuin 1,0 mg/kg tasolla. 
[3, s. 5.] 
 
UHPLC-(Q)-TOF-MS 
 
Laitteistona käytettiin GC-TOF MS -järjestelmää kytkien lentoaikamassaspektrometriin 
GCT:n, joka ohjasi elektroni-ionisaatiota EI-tilassa 70 eV:ssa. GC erotus suoritettiin 
käyttäen kvartsilasi HP-5MS kapillaarikolonnia. 1 µl:n splitless injektiot näytteestä teh-
tiin ja heliumia käytettiin kantajakaasuna nopeudella 1 ml/min. Rajapinta ja lähde läm-
pötilat olivat molemmat asetettu 250 °C:seen, ja 3 min liuotin viive valittiin. Lentoaika-
massaspektrometriä käytettiin 1 spektri/s hankkien massa-alueella m/z 50 - 650 ja 
käyttäen monikanavaista levyä MCP:tä 2700 V jännitteellä. TOF-MS:n resoluutio oli 
noin 8500 (FWHM) m/z 612. [9, s. 2.] 
 
 Mehiläisten hunaja bioindikaattorina Kreikassa 
 
Kehitetyllä menetelmällä voi määrittää jäämiä jopa 10 organofosfori-hyönteismyrkystä 
samassa mehiläis-hunajanäytteessä. Hyönteismyrkkyjen valinta tehtiin kyselyjen jäl-
keen yleisimmin käytetyille tuholaistorjunta-aineille viljelmistä, joissa mehiläispesät si-
jaitsivat kuten puuvillasta, auringonkukista ja sitrushedelmistä. Viisi näytettä timjami-
hunajaa toimi nollanäytteinä. [12, s. 6.] 
 
Kaikki CV-arvot olivat vähemmän kuin 5 %. Havaitsemisrajat olivat tyydyttäviä ja alhai-
semmat kuin muiden tutkijoiden ilmoittamat. Mehiläiset etsivät ruokaa valtavan moni-
puolisista paikoista ja ovat voimakkaasti vuorovaikutuksessa ympäristön kanssa, lähin-
nä kasviston, jopa 3 km:n kantomatkan päässä pesästä. Niillä on ominaisuus kerätä ja 
säilöä pesiinsä mesikastemateriaalia, joten mehiläisiä ja mehiläistuotteita pidetään mo-
nien tutkijoiden mukaan asianmukaisina indikaattoreina erilaisille ympäristön saasteille. 
Hyönteisen tehokkuus ekologisen saastumisen indikaattorina perustuu sen ominai-
suuksiin, kuten suuriin yhteisöihin, suureen liikkuvuuteen, suureen lentoetäisyyteen, ja 
lukuisiin kukkien tarkastuksiin päivässä. Se perustuu myös morfologisiin ominaisuuk-
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siin: mehiläisen keho on karvainen, mikä lisää hyönteisen kosketuspintaa ympäristönsä 
kanssa. [12, s. 6 - 7.] 
 
Mesikaste (mesi) on saastunut suuremmassa tai pienemmässä määrin, riippuen ai-
neen kemiallisista ominaisuuksista. Tosiasiassa se on erittäin houkutteleva ravinnon 
lähde ruokaa etsiville mehiläisille, kerätty laajoilta alueilta kasvistoa, tarjoaa näiden 
saasteiden kätevän kantaja-aineen. Koska mesikasteen muutos hunajaksi on pääasi-
assa veden haihtumisen prosessi, mesikasteen näytteenotossa läsnä olevat epäpuh-
taudet  kasvavat pitoisuuksiltaan hunajan  muodostumisen aikana. [12, s. 6.] 
 
Tulosten tulkitseminen 
 
Sitrusviljelmiä käsiteltiin atsinfossi metyylillä, klooripyrifossilla, etionilla, malathionilla, 
metidationilla, foraatilla tai triatsofossilla kilpikirvojen ja Välimeren banaanikärpästen 
hallitsemiseksi. 19 hunajanäytteestä sitrushedelmien alueilta jäämiä löytyi 16 niistä 
ollen peräisin vain 3 vaikuttavasta aineesta: klorfenvinfossia löytyi 4 näytteestä 21,05 
%, klooripyrifossimetyylin metyyliä 10 52,63 % ja foraattia 2 10,53 %. Puuvilla ja aurin-
gonkukka pellot käsiteltiin samalla hyönteismyrkkyllä.17 puuvilla näytteestä, jäämiä 
löytyi 8:sta; foraattia löytyi 6:sta näytteestä 35,29 %, klorfenvinfossia löytyi 1:stä  5,88 
%, ja klooripyrifossimetyyliä löytyi  1:stä  5,88 %. Vain foraatin jäämiä havaittiin neljäs-
sä yhdeksästä auringonkukka näytteestä 44,44 %. On korostettava, että coumaphos 
jäämiä havaittiin 37:män 50:stä hunajanäytteestä 74 %:a. Ne vaihtelivat 0,10 µg/kg ja 
4,8 µg/kg väliltä, ja ne olivat peräisin yksinomaan punkkimyrkky Perizinistä (cou-
maphos 3,4 %), joka oli mehiläishoitajien käyttämien mehiläispesien sisällä Varroan 
hallitsemiseksi. [12, s. 7.] 
 
Klorpyrifossi metyyli on melko pysyvä koko elimistöön vaikuttava hyönteismyrkky ja sitä 
käytetään sitrushedelmissä imeviä hyönteisiä Planococcus citriä, Homoptera; Pseudo-
coccidaeta ja Aonidiella auarantiitia; Diaspididae) tai Prays citriä (Lepidoptera, 
Yponomeutidae) vastaan. Klorfenvinfossia ei suositella sitrushedelmien käsittelyyn ja 
sen läsnäolo hunajanäytteissä ollen peräisin sitrusviljelmiltä saattaa johtua väärästä 
käytöstä. Foraatti on myös systeeminen hyönteismyrkky ja se on rekisteröity maaperän 
hallintaan ja imevien hyönteisten kuten juurimatojen, kirvojen, ripsiäisten hallintaan. 
Sitä oli käytetty rakeina maaperässä ja ei ole selvää, miten mehiläinen oli saastunut. 
Yksi selitys on se, että sitä käytettiin väärällä tavalla. Toinen mahdollisuus olisi, että se 
olisi siirtynyt juuresta kukkiin ja saastuttanut meden. Laurent ja Rathahao (2003) [26] 
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ovat havainneet, että imidaklopridi, auringonkukan siementen suojeluun käytetty hyön-
teismyrkky, saastuttaa siitepölyä. [12, s. 7 - 8.] 
 
Tämä tutkimus antaa vahvoja viitteitä, että hunaja on sopiva bioindikaattori maatalous-
ekosysteemien pilaantumisen seurantaan kasvin suojeluun käytetyistä tuholaistorjunta-
aineista. On osoitettu, että kasvinsuojelussa käytetyt tuholaistorjunta-aineet saastutta-
vat hunajaa. Kuitenkin 10 kasvinsuojelussa käytetystä hyönteismyrkystä tutkituilla alu-
eilla vain 3:sta hunajanäytteestä löytyi klorfenvinfossia, klooripyrifossimetyyliä ja foraat-
tia melko alhaiset tasot 0,70 µg/kg - 0,89 µg/kg. Jäljelle jääneitä seitsemää käytettyä 
hyönteismyrkkyä, ei havaittu mistään näytteestä. Klorfenvinfossin, klooripyrifossimetyy-
lin ja foraatti jäämien läsnäolo voidaan selittää niiden molekyylin vakaudella hydrolyytti-
sille, hapettaville ja aineenvaihdunta prosesseille, niiden alhaisella haihtuvuudella, ja 
niiden liiallisella tai virheellisellä käytöllä viljelijöiden toimesta. Saatujen tietojen mu-
kaan, kuolleisuuden ilmiötön lisääntyminen mehiläiskannoissa havaittiin alueilta joilta 
näytteet tulivat. Se tosiasia, että kolmen havaitun hyönteismyrkyn jäämäpitoisuudet 
hunajanäytteistä olivat liian alhaisia 0,7 µg/kg - 0,89 µg/kg on todennäköisesti syy ha-
vaitulle mitättömälle mehiläisten kuolleisuudelle medenkeruun ja varastoinnin aikana. 
Tämän tutkimuksen tulokset ovat samaa mieltä samankaltaisten tutkimusten kanssa 
Espanjassa ja Italiassa, Puolassa ja Ranskassa, jossa hunajan saastumista kasvinsuo-
jelussa käytetyillä hyönteismyrkyillä havaittiin. [12, s. 7.] 
 
Balayiannisin Kreikassa tekemien tutkimusten perusteella on osoitettu, että satunnai-
sesti mehiläispesien alueilta kerätyt hunajanäytteet saattaisivat antaa hyödyllistä tietoa 
tuholaistorjunta-ainejäämien esiintymisestä ja levinneisyydestä näillä alueella, tuholais-
torjunta-aineiden käytöstä johtuen. Tutkimus vahvisti, että seurantahankkeet, joissa 
mehiläisiä on käytetty bioindikaattoreina, ovat hyödyllisiä mahdollisten tuholaistorjunta-
aineiden väärinkäyttöjen tunnistamisessa. Toinen mielenkiintoinen havainto oli, että 
kasvinsuojelun hyönteismyrkkyjä ei havaittu hunajasta useimmissa tapauksissa. Päin-
vastoin, tärkeimmäksi saastumisen lähteeksi osoittautui punkkimyrkky coumaphos, jota 
mehiläishoitajat käyttävät Varroa -punkin torjuntaan. [12, s. 8.] 
 
Punkkimyrkkyjen jäämät mehiläisvahanäytteissä 
 
25 kaupallista ja kierrätettyä mehiläisvahaa ja kennovahanäytettä Espanjasta ja Rans-
kasta analysoitiin. Vain DMPF:n ja klorfenvinfossin jäämiä havaittiin. 
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DMPF:ää havaittiin seitsemässä amitratsilla käsitellyn mehiläispesästä uutetun kenno 
näytteistä. Määrät vaihtelivat 0,5mg/kg - 35 mg/kg. Klorfenvinfossia havaittiin kahdesta 
Espanjan kaupallisesta mehiläisvahasta 0,06 mg/kg ja 0,2 mg/kg pitoisuuksina vastaa-
vasti. [19, s. 6.] 
 
Bromopropylaatti, coumaphos, fluvalinaatti ja flumethrin punkkimyrkkyjäämien määrit-
täminen mehiläisvahasta perustui kapillaarikaasukromatografiaan ECD:llä [33], jonka 
havaitsemisrajat olivat 0,1 mg/mg - 0,25 mg/kg välillä ja alemmat määritysrajat 0,4 
mg/mg - 1 mg/kg välillä. [19, s. 7.] 
4 Raskasmetallien tutkiminen 
4.1 Teoria 
Raskasmetallit esiintyvät lähellä jaksollisen järjestelmän alapuolta ja niiden tiheydet 
ovat korkeita verrattuna muihin tavallisiin aineisiin. Raskasmetalleja pidetään vettä ja 
ruokaa saastuttavina aineina, ne kulkeutuvat paikasta toiseen suurimmaksi osaksi il-
man välityksellä kaasuina tai lajeihin adsorboituneina tai absorboituneina alas laskeu-
tuneeseen pölyainekseen. [25, s. 381.] 
Raskasmetalleista elohopea, lyijy, kadmium ja astatiini ovat vaarallisia kationimuodos-
sa ja muodostaessaan lyhyitä hiiliatomiketjuja. Elohopean höyryt ovat erittäin myrkylli-
siä. Biokemiallisesti niiden myrkyllinen prosessi syntyy vahvasta kationien affiniteetista 
rikille. [25, s. 382.] 
Yleensä lyijystä ei tule ympäristöongelmaa ennen kun se liukenee ionimuotoon. Tämä 
käyttäytyminen on vastakohtana elohopean höyryille ympäristöä koskien. Sitä vastoin 
lyijyn kiehumispiste on 1740 °C:sta verrattuna vain elohopean 357 °C:kseen. Lyijyn 
vakaa ioni on 2+, mistä johtuen lyijy muodostaa ioni-sulfidin     ,          ja yhdiste 
on niukkaliukoisen metallipitoisen malmin galenan rakenneosa, josta lähes kaikki lyijy 
uutetaan. [25, s. 396.] 
Yleinen ioni kadmiumille on 2+ ja vastakohtana elohopealle kadmiumin yhdisteet yk-
sinkertaisilla anioneilla, kuten klorideilla ovat ioni-suoloja molekyylien sijaan. 
Eniten kadmiumia tuotetaan sinkin sulatuksen sivutuotteena, johtuen kahden metallin 
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esiintymisestä yhdessä. Kadmiumista johtuvaa ympäristön saastumista esiintyy usein 
sinkki-, lyijy- ja kuparisulattamojen lähialueilla. Kuten muilla raskasmetalleilla, hiilen 
poltto tuo kadmiumia ympäristöön. [25, s. 408.] 
4.2 Näytteenkäsittely mikroaaltouunihajotuksella 
Syövyttävät happoliuospommit ovat teflonpäällysteisiä ruostumattomasta teräksestä 
tehtyjä säiliöitä, jotka suljettaessa kykenevät sulattamaan kestäviä materiaaleja sopivi-
en lämpötilojen avulla korotetuissa paine- ja lämpötilaolosuhteissa samaan aikaan säi-
lyttäen mahdollisesti haihtuvat yhdisteet. [17, s. 354.] 
 
Säiliöt, joita käytetään mikroaalto-happosulatuksessa, ovat joko alhaisen paineen tai 
korkean paineen ”pommeja”. Korkean paineen pommeilla tarvittavat paineet ja lämpöti-
lat koko näytteen sulatukselle saavutetaan hyvin nopeasti, haihtuvia alkuaineita ei me-
netetä tällaisista suljetuista säiliöistä ja mikroaaltouunin herkät osat eivät ole alttiina 
syövyttäville happohöyryille. [17, s. 354.] 
4.3 Analysointi ja tulokset ICP-AES:lla 
Hunajakennon hunajan tuotannossa ohuet metallista valmistetut johdot tekevät mah-
dolliseksi hunajan kiinnittymisen hunajakennoon. Näiden materiaalien metallin koostu-
mus voi vaikuttaa hunajan raskasmetallipitoisuuteen. Kaksi hunajanäytettä otettiin kah-
desta osasta samaa hunajakennoa: hunajasta, joka on yhteydessä johdon pintaan ja 
hunajasta joka ei ole yhteydessä johtoihin. Tutkimuksessa käytetyt metallijohtoon yh-
distetyt ja johdottomat hunajanäytteet ostettiin paikallisilta markkinoilta. Näytteet vietiin 
laboratorioon puhtaissa lasiastioissa. Noin 0,5 g kutakin hunajanäytettä oli laitettu pol-
tettaviksi kupissa 15 ml:lla puhdasta     . Näyte poltettiin tuhkaksi MARS 5 CEM 
Corporationin Manufacturean mikroaaltouunissa 200 °C:ssa. Tislattua ioneista poistet-
tua vettä ja ultrakorkeapuhtaita kaupallisia happoja käytettiin kaikkien reagenssien, 
standardien ja hunajanäytteiden valmistuksessa. Syövyttävän liuotuskäsittelyn jälkeen, 
näytteet suodatettiin Whatmanin numero 42 läpi. Suodokset kerättiin 50 ml:n erlen-
meyer-pulloihin. [10, s. 2.] 
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Näiden kahden näytteen raskasmetallisisällöt on annettu taulukossa 9. Molybdeeni-, 
kadmium-, kromi-, rauta-, mangaani-, nikkeli- ja sinkkipitoisuudet johtoon yhteydessä 
olevalla hunajalla ovat korkeampia verrattuna muihin. Erityisesti rauta- ja sinkkipitoi-
suudet johtoon yhteydessä olevalla hunajalla ovat paljon korkeammat kuin yhteydettö-
millä. Nämä arvot ovat vastaavasti 190,21 ppm ja 112,76 ppm. Lisäksi nikkelipitoisuus 
johtoon yhteydessä olevassa hunajassa oli noin 50 % korkeampi. Kadmium on ras-
kasmetalli, joka on myrkyllinen ihmisille. Tärkeimpiä kadmiumin saastumisen lähteitä 
ovat metalliteollisuus ja viemärit. Korkeammat kadmiumpitoisuudet aiheuttavat kasvua 
sydän-, verisuoni- ja luustojärjestelmissä vakavasta myrkyllisyydestä johtuen. Keski-
määräistä suurempi nikkelin taso elintarvikkeissa voi aiheuttaa myrkytyksen. Korkein 
nikkeli kertymä on keuhkoissa ja aivoissa. Lisäksi se aiheuttaa syöpää nenäontelossa. 
Keskimääräisen päivittäisen raskasmetallialtistuksen on arvioitu olevan 12 - 15 
mg/vuorokausi sinkille, 30 mg/vuorokausi kuparille. Przybylowski ja Wilenzynka rapor-
toivat että eri paikoilta kerätyt mehiläiset sisälsivät 0,008 - 0,027 mg/kg kadmiumia, 
4.17 - 22,3 mg/kg sinkkiä ja 0,025 - 0,071 mg/kg lyijyä. Tulokset osoittavat, että huna-
jakenno rungon laatu, joka mahdollistaa hunajan kiinnittymisen metallijohtoon ei ole 
toivotun laatuista. Lisäksi tämä tilanne osoittaa, että käytettyjä johtoja ei ole valmistettu 
ruostumattomasta teräksestä, joka ei reagoisi elintarvikkeiden kanssa. Tämän seura-
uksena hunajan valmistajien olisi oltava varovaisempia samankaltaisia materiaaleja 
ostaessa, ja niiden pitäisi ostaa niitä, jotka ovat yhdenmukaisia standardien kanssa. 
Materiaalit, jotka uhkaavat ihmisen terveyttä olisi vältettävä. [10, s. 2.] 
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Taulukko 9. ICP-AES raskasmetalli sisältö johtoon kytketystä hunajasta ja johdottomasta huna-
jasta [10] 
 
5 PCB-yhdisteiden tutkiminen 
5.1 Teoria 
PCB-yhdisteet eli polyklooratut bifenyylit ovat ryhmä kestäviä ja öljymäisiä kemikaaleja, 
joita on kestävyytensä ja vähäisen syttymisherkkyytensä takia käytetty eristysaineena 
sähkölaitteiden muuntajissa ja kondensaattoreissa muovien pehmittiminä. Polykloorat-
tujen bifenyylien kestävyys on teknisesti hyvää, mutta huonona voidaan pitää PCB-
yhdisteiden äärimmäistä pysyvyyttä ympäristössä. PCB-yhdisteet sisältävät myös pie-
niä määriä dioksiiniepäpuhtauksia, erityisesti PCDF-yhdisteitä, joista jotkut ovat huo-
mattavasti myrkyllisempiä kuin itse PCB-yhdiste. PCB-yhdisteitä pidetään ongelmajät-
teenä, koska niiden hävittäminen on kallista. Polyklooratut bifenyylit yritetäänkin joskus 
hävittää sekoittamalla niitä muihin jätteisiin. Polykloorattuja dibentso-p-dioksiineja 
(PCDD) ja niiden sukuisia halogenoituja aromaattisia hiilivetyjä (esim. PCDF) kutsutaan 
usein myös dioksiineiksi, joita esiintyy kaikkialla ympäristösaasteina. kaikkein myrkylli-
simpiä tunnettuja synteettisiä yhdisteitä ovat TCDD (2,3,7,8-tetraklooridibentso-p-
dioksiini). TCDD-yhdisteet ovat erittäin kestäviä mikrobiologista ja kemiallista hajoamis-
ta vastaan ja ovat siitä johtuen pysyviä ympäristössä. Ne ovat myös rasvaliukoisia ja 
bioakkumuloituvat siten ihmisten tai eläinten kudosten lipideihin sekä ravintoketjuun. 
Yleisesti ottaen dioksiineja syntyy palamisessa. PCDD/F-yhdisteiden suurin alkulähde 
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ovatkin erilaiset palamisprosessit, kuten luvaton jätteidenpoltto, metallin sulattaminen ja 
jalostaminen. [21.] 
Pahiten saastuneimmilla alueilla PCDD- ja PCDF-yhdisteiden pitoisuudet sedimenteis-
sä ja maaperässä ovat uskomattoman suuria. PCDD- ja PCDF-yhdisteiden lähteenä 
ovat myös vanhat muuntajat ja kondensaattorit, jotka voivat sisältää useita kiloja PCB-
yhdisteitä ja satoja milligrammoja PCDD/F-yhdisteitä. Ihmisten altistuminen PCB-
yhdisteille ja dioksiineille tapahtuu pääasiallisesti ravinnon kautta, ja erityisesti rasvapi-
toinen ravinto kuten maitotuotteiden voi, juusto, rasvainen maito, liha, kananmunat ja 
kala ovat suurimpia lähteitä. Tällä hetkellä elimistön keskimääräinen dioksiinimäärä on 
noin 5 - 50 ng/kg (WHO-TEq rasvassa; ng/kg = pg/g) eli 100 - 1000 ng (WHO-TEq) 
henkeä kohden. Ihmisryhmät kuten äidinmaitoa juovat lapset ja runsaasti kalaa syövät 
ihmiset saattavat altistua enemmän näille yhdisteille, ja heidän riskinsä voi olla tavan-
omaista suurempi. Viidessä WHO:n kansainvälisessä tutkimuksessa dioksiinipitoisuuk-
sia on seurattu ja on huomattu, että Keski-Euroopassa äidinmaidon pitoisuudet ovat 
pienentyneet lähes 40 ng:sta/kg (TEq maitorasvassa) alle 10 ng:aan/kg vuosina 1987–
2006 ja 1970-lukuun verrattuna vielä enemmän. PCB-yhdisteiden väheneminen ympä-
ristössä johtuu käytön lopettamisesta ja jätteenpolttotekniikan kehittymisestä. Muuta-
mien myrkyllisimpien PCB-yhdisteiden myrkyllisyys on dioksiinien kaltaista ja perustuu 
Ah-reseptorien toimintaan. [21.] 
5.2 Näytteenkäsittely Soxhlet-uutolla 
Sohxlet-uuton kehitti Franz von Sohxlet 1870-luvulla, ja tekniikka on joidenkin standar-
dien vaatima perusmenetelmä lukuisien lievästi haihtuvien yhdisteiden uuttamiseksi 
kiinteistä matriiseista. Uusia uuttomenetelmiä on tapana verrata usein Sohxlet-uuttoon. 
Soxhlet-uutossa (kuva 8) uuttoliuotin valitaan analyyttien ominaisuuksien perusteella ja 
analyytin liukoisuuden liuottimeen on oltava suuri. Uuttoa rajoittavana tekijänä saattaa 
olla nesteen tunkeutuminen näytematriisiin eikä analyytin liukenevuus matriisista liuot-
timeen, joten näyte on hyvä jauhaa mahdollisimman pienikokoisiksi partikkeleiksi. 
Soxhlet-uuton etuja ovat uuton eteneminen ilman valvontaa ja sen tehokkuuteen vai-
kuttavia parametrien vähyys. Saantoon eivät paljon vaikuta olosuhteiden pienet muu-
tokset. Soxhlet-tekniikka on ollut laajassa käytössä pitkään, mistä johtuen sillä on usei-
ta sovelluksia. Uuton haittapuolena ovat uuttoaikojen 6 - 48 h pitkät kestot ja se että 
kukin näyte tarvitsee yhden laitteiston. Hinnaltaan laitteisto on aika edullinen, mutta 
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suuri liuotinkulutus voi aiheuttaa ongelmia, minkä lisäksi uutto-olosuhteet voivat käydä 
liian rankoiksi lämpöherkille yhdisteille, johtuen uuton tapahtumisesta yleensä lähellä 
liuottimen kiehumispistettä. Nopeampien ja tehokkaiden uusien menetelmien tultua 
markkinoille Sohxlet-uuton tarpeellisuus rutiinikäytössä on pitkien uuttoaikojen takia 
viime aikoina vähentynyt. [4, s. 88.]   
 
Kuva 8. Soxhlet-laitteiston rakenne [4] 
 
Roger A. Morse (1987) keräsi mehiläisnäytteitä huhti-syyskuussa 1985 erilaisilta seu-
duilta useista valtioista kuten taulukossa 10. Pesien sisältä kerätyt mehiläiset olivat 
talven tappamia, suurimmaksi osaksi kahden-viiden kuukauden ikäisiä kuolinhetkellä. 
Yhdyskuntien edestä otetut lentävät mehiläiset olivat kahden-kuuden viikon ikäisiä. 
Elävät mehiläiset tapettiin jäädyttämällä. Hunajanäytteitä, siitepölyä, propolista, vahaa 
ja muita hyönteisiä kerättiin myös. Kaikki näytteet paitsi hunaja oli kylmäkuivattu, sekoi-
tettu ja aliotoksitettu analyysiä varten. Näytteet uutettiin Soxhlet-uutolla heksaanilla ja 
analysoitiin kaasukromatografisesti. Tulokset on esitetty taulukossa 11. [8, s. 2.] 
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5.3 Analysointi ja tulokset GC-ECD:llä 
Tulokset PCB:n analysoinnista mehiläisistä on lueteltu taulukossa 10. Mahdollista yh-
teyttä havaittujen PCB-pitoisuuksien ja lähistöllä sijaitseviin PCB-lähteisiin ei havaittu. 
Esimerkiksi kaksi näytettä Fort Edward:lta, New Yorkista, otettiin PCB-kaatopaikan 
välittömästä läheisyydestä noin 300 metrin päästä Hudson joelta. Kaksi muuta näytet-
tä, jotka kerättiin noin 4 km etelään kaatopaikasta, sisälsivät korkeampia pitoisuuksia 
PCB:tä, kuin mehiläisistä useimmista muista näytteenottopaikoista New Yorkin osaval-
tiossa. Hudsonjoen veden Fort Edwardin lähiseudulla on todettu sisältävän suhteellisen 
suuria määriä PCB:tä. Mehiläiset ottavat vettä koskettamalla veden välitöntä pintaker-
rosta. Vesieliölajien hajoamisesta ja muista roskista koostuva huomaamattoman ohut 
orgaaninen kalvo vedessä voi sisältää rasvaliukoista PCB:tä, jolle nämä mehiläiset 
altistuvat. [8, s. 3.] 
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Taulukko 10. PCB:t mehiläisnäytteistä [8] 
 
            
  300 m:ä Hudson joesta.          
  PCB-kaatopaikan vieressä ja 300 m:ä 
Hudson joesta.       
  mailia etelään PCB-kaatopaikasta ja 300 m:ä Hudson joesta 
                 
  vähemmän kuin 0,1 ppm (kuivapaino). 
 
Kymmenen hunajanäytettä otettiin PCB-analyysiin. Näytteet oli kerätty mehiläispesistä 
viideltä New Yorkin osavaltion seudulta ja yhdeltä Vermontista. Neljä näytettä saatiin 
myös päivittäistavarakaupan hyllyiltä New Yorkissa. Havaittavia pitoisuuksia PCB:tä 
(alle 0,1 ppm tuorepainosta) ei löydetty yhdestäkään näytteestä. Rasvaliukoisia yhdis-
teitä, kuten PCB:tä ei odotetusti esiintynyt hunajassa paitsi mahdollisesti vesiliukoisina 
aineenvaihduntatuotteina. Hunaja voi tietenkin saastua käsittelyn ja pakkaamisen aika-
na. [8, s. 4.] 
 
Mehiläisten PCB-altistumista selvitettiin myös tutkimalla siitepöly-, propolis- ja vaha-
näytteitä eri alueilta New Yorkin osavaltiosta. Kerätyistä näytteistä analysoitiin PCB:t ja 
tulokset on esitetty taulukossa 11. [8, s. 4.] 
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Taulukko 11. PCB:t siitepölylle ja propolikselle [8] 
 
         
  olivat 5 mehiläispesän yhdistelmiä paitsi kun toisin mainittiin; 
siitepöly ja propolis olivat samoista mehiläispesistä merkityillä näytteenottoalueilla. 
b Ei havaittavissa, vähemmän kuin 0.1 ppm (kuivapaino). 
 
Monet mehiläisten keräämistä siitepöly- ja propolisnäytteistä sisälsivät havaittavia pitoi-
suuksia PCB:tä. Alueilta, joilla luonnollinen propolis on niukkaa, mehiläiset keräävät 
propoliksen ainesosia kuivuvasta maalista, tietervasta, ikkunakitistä ja samankaltaisista 
materiaaleista. [8, s. 4.] 
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6 Fenolien tutkiminen 
6.1 Teoria 
Fenolista käytetään myös nimitystä hydroksibentseeni, ja se on ollut laajalti käytetty 
mehiläiskarkotteena yli 70 viime vuotta. Fenolikiteet liuotetaan veteen 90-%:sen liuok-
sen tekemiseksi ja tämä liuos levitetään kehikkoon asennetulle kankaalle, jota kutsu-
taan fenolilaudaksi. Se asetetaan mehiläispesän päälle, jonka päälle laitetaan musta 
kansi. Auringosta tuleva lämpö haihduttaa fenolia, jolla sitten on karkoittava vaikutus 
mehiläisiin, mikä mahdollistaa mehiläishoitajan hunajankeruun pienimmällä mahdollisil-
la mehiläisten häiriöillä. Huolimaton fenolinkäyttö hunajankeruun aikana saattaa aiheut-
taa hunajan saastumisen, mikä antaa epämieluisan lääkkeen maun hunajaan. Fenolin 
käytöstä mehiläiskarkotteena on varoitettu Yhdysvalloissa useita vuosia, vaikka sen 
käyttö on muissa maissa edelleen yleistä. [7, s. 1.] 
 
Hunajassa fenolia voi esiintyä myös luonnostaan alhaisina tasoina. Monet erilaiset fe-
noliset aineet tunnetaan hunajan luonteenomaisina komponentteina, jotka vastaavat 
hunajalle ominaisesta aromista ja mausta. Useat maat ovat hyväksyneet enimmäis-
määriksi 50 - 100 µg/kg fenolia hunajassa, koska sitä on luonnossa selvästi alle tämän 
tason. [7, s. 1.] 
6.2 Näytteenkäsittely  
Jos hunajanäyte on nestemäistä tai juoksevaa ja se on vapaa kiinteistä partikkeleista, 
se käsitellään huolellisesti sekoittamalla tai ravistelemalla. Jos se on rakeinen, se ase-
tetaan suljettuun astiaan vesihauteeseen ilman upotusta ja kuumennetaan 30 min 60 
°C:ssa välillä näytettä ravistellen. Joskus on tarpeellista kuumentaa hunaja 65 °C:seen, 
jotta se saadaan juoksevaksi. Satunnainen ravistelu ajoittain on välttämätöntä. Sekoite-
taan perusteellisesti ja jäähdytetään nopeasti, kunnes näyte on nesteytynyt. Hydrok-
syyli-, metyyli-, furfuraali- tai diastaasimääritykseen tarkoitettua hunajaa ei saa lämmit-
tää. Jos näytteessä on vieraita aineita kuten vahaa, tikkuja, mehiläisiä tai hunajaken-
non palasia, kuumennetaan näyte 40 °C:seen vesihauteessa ja suodatetaan harsokan-
kaan läpi ennen näytteenottoa. [11, s. 25.] 
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Toisessa tavassa kemikaalien ja näytteiden varastointiin käytettiin vain lasiastioita. 
Näytteenotto ja tasakoosteiseksi tekeminen suoritettiin AOAC-menetelmän 920,180 
mukaisesti: 1 g hunajanäytettä mitattiin 10 ml:n mittapulloon ja siihen lisättiin 5 ml 
HPLC-laatuista vettä. Tämä seos tehtiin tasakoosteiseksi sekoittamalla 1 min ajan 
RX3-pyörresekoittimella, laimennettiin 10 ml:n tilavuuteen vedellä, ja sitten sekoitettiin 
uudelleen. Liuennut näyte suodatettiin Millex-     hydrofiilisen suodattaminen kalvon 
läpi huokosten halkaisijoilla 0,22 µm. Suodatetusta 100 µl alikvoottinäytteestä HPLC-
kolonniin injektoitiin. [7, s. 2.] 
6.3 Analysointi ja tulokset HPLC:llä 
Kokeessa eluaattia seurattiin fluoresenssidetektorilla (    = 270 nm,     = 300 nm), 
jossa emissioraon leveydeksi oli asetettu 10 nm, ja 1000-kertainen vahvistus oli näin 
ollen saatu. HPLC-erotukset suoritettiin    -käänteisfaasikolonnilla suojattuna LiCh-
rospher 100 RP-   -esikolonnilla, jälkimmäistä vaihtaen 250 injektoinnin välein. Kolon-
nit termostoitiin 30 °C:ssa. [7, s. 2.] 
 
Gradienttieluoinnissa käytettiin liuotinjärjestelmä A:ta (vesi-asetonitriili-85 %      , 
suhteessa 10:10:0,01) ja liuotinjärjestelmä B:tä (vesi-85 %       , suhteessa 20:0,01). 
Gradienttiohjelmat olivat seuraavat: A: B) 10:90 (0 min), 90:10 (20 min). Virtausnopeus 
pidettiin 1 ml/min. Määritysrajaksi määriteltiin 5 µg/kg (S/N = 3) hunajassa. [7, s. 2.] 
 
Vaikka kuvien 9 ja 10 kromatogrammit erilaisista hunajatyypeistä poikkesivat huomat-
tavasti toisistaan, niin häiriöitä fenolipiikissä ei havaittu. On syytä huomata, että muo-
viastioiden käyttöä liuosten säilytykseen olisi vältettävä, muuten fenolipiikkiä häiritsevät 
aavepiikit saattavat näkyä kromatogrammeista. Fenolin retentioajan havaittiin olevan 
14,1 min. Käytetyt eluentit tehtiin happamaksi      :lla, joka ei vaikuttanut fenolin re-
tentioaikaan. Tämä oli tarpeen, koska hunajassa on olemassa tiettyjä tunnistamattomia 
rakenneosia, jotka olisivat saattaneet aiheuttaa häiriöitä ilman eluenttien happamaksi 
tekemistä. [7, s. 3.] 
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Kuva 9. Hunajien kromatogrammit [7] 
 
Kuva 10. Suurennetut kromatogrammit [7] 
 
Länsi Unkarin yliopistossa Marta Gyorik (2003) totesi fenolipitoisuuksien olevan alle 
yleisesti hyväksytyn enimmäisjäämärajan 50 µg/kg. 81,25 % näytteistä sisälsi fenolia 
alle menetelmän määritysrajan 5 μg/kg. Arvot tämän määritysrajan lähellä ovat toden-
näköisesti seurausta luonnollisesta taustasta. Vaikka mehiläishoitajat todennäköisesti 
käyttivät fenolia, asianmukainen mehiläiskarkotteen käyttö ei nostanut hunajan fenolisi-
sältöjä yli 50 µg/kg. Sitä vastoin 18,75 % näytteistä sisälsi fenolia yli 50 µg/kg ja 5,5 
49 
 
  
%:ssa tapauksista tulokset jopa ylittivät 500 µg/kg, mikä oli selvä osoitus huolimatto-
masta fenolin käytöstä hunajaa kerätessä. Keskimäärin tässä tutkimuksessa saadut 
tulokset viittaavat huomattavasti alhaisempiin fenolitasoihin hunajassa kuin P. Daharul-
ta [30] ja S. Kwanilta [31] saadut. Heidän tutkimuksissa 60 - 65 %:ssa kaikista testaa-
mistaan hunajanäytteistä fenolipitoisuudet ylittävät 1 ppm:n (keskimäärin 5 ppm:n) ta-
son, kun taas Marta Gyorikin tutkimustulokset osoittavat, että vain 5,5 %:a hunajanäyt-
teistä sisälsi enemmän kuin 0,5 ppm fenolia. [7, s. 4.] 
 
Menetelmän tarkkuuden tutkimiseksi standardilisäysmenetelmän menettely arvioitiin. 
15 18:sta hunajanäytteestä oli spiikattu fenolilla viidessä pitoisuudessa ja kaikille näyt-
teille tehtiin analyysi tällä menetelmällä. Kuten on osoitettu taulukossa 12, spiikattujen 
näytteiden saanto oli keskimäärin 95 % - 104 %, kokonaiskeskiarvolla 98 %. Menetel-
män tarkkuutta arvioitiin analyysin toistettavuudella ja uusittavuudella. Saman päivän 
tarkkuus (toistettavuus) oli hyvä, suhteellisella keskihajonnan (RSD) arvoilla 0,7 - 18,2 
%. RSD:n prosentuaalinen päivien välinen tarkkuus (uusittavuus) vaihteli 1,3:sta 
13,4:ään. Useiden HPLC-kolonnien soveltuvuus käytettäväksi fenolin kvantitointiin hu-
najasta oli testattu ja lopulta LiChrospher 100 RP    -käänteisfaasikolonni 250 x 4 mm, 
5 µm:n hiukkaskoolla valittiin, koska se ei tuottanut epämuodostuneita kromatogram-
min piikkejä, vaikka suuren koon näyte 100 µl injektoitiin. Lisäksi merkittävää muutosta 
ei havaittu teoreettisessa pohjaluvussa, jopa pitkäaikaisen kolonnin käytön jälkeen, 
kuten on osoitettu fenolipiikin parametreissä. Menetelmän soveltuvuus voidaan parhai-
ten havainnollistaa kaupallisista hunajanäytteistä saaduilla tuloksilla. Vuosina 2000 ja 
2001, fenolisisältö määritettiin 272 hunajanäytteestä tällä menetelmällä laboratoriossa. 
[7, s. 3.]  
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Taulukko 12. Lisätyn fenolin saannot hunajasta viidellä pitoisuudella [7] 
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7 Yhteenveto 
Opinnäytetyön materiaalina käytettiin tuholaistorjunta-aineiden, raskasmetallien, PCB-
yhdisteiden ja fenolien tutkimustuloksia sisältävää mehiläis- ja hunajakirjallisuutta, ana-
lyyttisiä tekniikoita sisältäviä kirjoja sekä tieteellisiä artikkeleja. Pääasiassa käytettiin 
American Chemical Societyn ja Springerin verkkotietokannoista saatuja tieteellisiä ar-
tikkeleita ja kemian asiantuntijoiden julkaisemia analyyttisen kemian kirjoja. Tutkimus-
menetelmä perustui lukemisen avulla hankitun tieteellisen tiedon yhdistelyyn ja vertai-
luun.  
 
Tutkimustyön tuloksena opinnäytetyössä esitellään keskeisimmät hunaja- ja mehiläis-
näytteissä käytetyt näytteenkäsittelytekniikat LLE, SFE, SPE, GPC ja QuEChERS sekä 
hunajan- ja mehiläisvahan synty. Työssä tutustuttiin kaasu- ja nestekromatografiaan, 
induktiivisesti kytketyn plasman analysointitekniikoihin sekä niiden avulla määritettyihin 
mittaustuloksiin tuholaistorjunta-aineille, raskasmetalleille, PCB:lle ja fenoleille mehiläi-
sistä sekä hunajatuotteista. Tutkimustulosten perusteella tärkeimmäksi huolen aiheeksi 
nousi satoja tuhoavien tuholaisten torjuminen yleisimmin käytetyillä organosfosfori-, 
karbamaatti- ja neonikotinoidi-tuholaistorjunta-aineilla, mikä näkyi suoraan mehiläisten 
kasvaneissa tuholaistorjunta-ainepitoisuuksissa ollen näin luotettava bioindikaattori 
ympäristön ja maatalousekosysteemien saastumiselle. Näin laajasta tuholaistorjunta-
aineiden käytöstä herää kysymys niiden turvallisuudesta ihmiselle. Seurantahankkeet 
käyttäen mehiläisiä bioindikaattoreina ehkäisevät tuholaistorjunta-aineiden tarpeetonta 
käyttöä. Pieninä määrinä useasti käytetyt tuholaistorjunta-aineet kerääntyvät isommak-
si haitalliseksi pitoisuudeksi vaikuttaen mehiläisten terveyteen.  Tutkimuksissa hyön-
teismyrkkyjä ei havaittu varsinaisesta hunajasta, minkä perusteella myrkyt ovat pysyviä 
eivätkä siirry helposti hunajatuotteisiin suoraan mehiläisestä. Hunaja saastuukin pää-
asiallisesti mehiläishoitajien käyttämästä coumaphos-punkkimyrkystä. Hunajan konta-
minaation takia mehiläiset tulisi pitää erillään mehiläispesän hunajasta punkkimyrkytyk-
sen aikana.  
 
Mehiläisvaha- ja kennovahanäytteistä löytyneiden DMPF:n ja klorfenvinfossin jäämien 
perusteella vaha on puhtaampaa kuin suurilla määrillä erilaisilla tuholaistorjunta-aineilla 
saastuneet mehiläisnäytteet. 
 
Hunajasta löytyneet molybdeeni-, kadmium-, kromi-, rauta-, mangaani-, nikkeli- ja sink-
ki-raskasmetallipitoisuudet metallijohtoon yhteydessä olevalla hunajalla olivat korke-
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ampia verrattuna muihin näytteisiin. Mehiläishoitajan tulisi välttää johtojen käyttöä pesi-
en tukemisessa, jotta hunajaan ei pääsisi haitallisia pitoisuuksia raskasmetalleja. Erityi-
sesti rauta- ja sinkkipitoisuudet johtoon yhteydessä olevalla hunajalla ovat paljon kor-
keammat kuin yhteydettömillä.  Lisäksi nikkelipitoisuus johtoon yhteydessä olevassa 
hunajassa oli puolet korkeampi. Raskasmetallien pitoisuuksia hunajassa voidaan siis 
vähentää antamalla mehiläisen itse rakentaa mehiläispesän ilman ihmisen avustusta 
metallijohdoilla.  
 
Hunajanäytteiden fenolipitoisuudet olivat alle yleisesti hyväksyttyjen enimmäisjäämära-
ja-arvojen, mikä osoittaa mehiläishoitajien käsittelevän fenolia huolellisesti mehiläisten 
karkoituksessa hunajan keruun aikana.   
 
Edellä esiteltyjen tutkimustulosten perusteella tulisi tarkemmin seurata mehiläisten ja 
hunajatuotteiden saastuttajien aiheuttajia kuten tuholaistorjunta-aineita ja niille määri-
tettyjen sallittujen enimmäispitoisuuksien noudattamista Euroopan unionin lainsäädän-
nön mukaisesti. 
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